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Abstract
Micro-pollutants such as 17β-estradiol (E2) have been detected in different water resources and
their negative effects on the environment and organisms have been demonstrated. It is essential
to confirm the presence of micro-pollutants in different environments by biosensors and to re-
move these compounds. In this thesis, E2-binding target structures were used to investigate the
underlying binding properties. E2-binding protein, DNA-, and PNA-aptamere (peptide nucleic
acid) structures were used as targets to determine physicochemical interactions. The protein da-
taset consist of 35 publicly accessible three-dimensional structures of E2-protein complexes, from
which six representative binding sites could be selected. There is no three-dimensional structure
information for an E2-specific DNA aptamer, thus it was modeled using a coarse-grained mode-
ling method. Using sequence information additional DNA aptamers were modeled. The E2 ligand
was positioned close to the potential binding area of the aptamer structures, the underlying com-
plexes were investigated by a molecular dynamics simulation, and the interactions were examined
by an interaction profiler tool for each time step. A PNA generator was developed that can convert
DNA and RNA in silico to more robust, but chemically equivalent PNA. This generator was used
to transform the E2-specific DNA aptamer into PNA for binding studies with E2. All formed com-
plexes were investigated with respect to the following non-covalent interaction types: hydrogen
bonds, water-mediated hydrogen bonds, π-stacking, and hydrophobic interactions. Ten functional
groups could be derived which formed the conserved interactions to E2. The study contributes to
the understanding of the behavior of ligands that bind through different target structures in an
aqueous solution and to the identification of binding specific interaction partners. The results of




An dieser Stelle möchte ich den Menschen danken, die immer an meiner Seite sind und mich bei
meiner Dissertation und darüber hinaus unterstützt haben. Zunächst möchte ich mich bei meinen
Betreuern Herr Prof. Dr. Dirk Labudde und Frau Prof. Dr. Monika Mazik für die kontinuierliche Un-
terstützung und Begleitung während des gesamten Projekts bedanken. Besonderer Dank gebührt
Herr Prof. Dr. Dirk Labudde, der mir die Möglichkeit gab, für dieses Projekt an einem anregenden
Arbeitsumfeld teilzunehmen.
Vielen Dank an Florian K., Christoph L., Sebastian B. und Tomás C. L., die über viele Jahre
hinweg kontinuierlich Unterstützung und Feedback gaben. Sie haben meine Arbeit als Kollegen
und Freunde angenehm gemacht. Weiterhin danke ich Conrad H. aus der Forschungsgruppe von
Frau Prof. Dr. Monika Mazik für Anregungen durch viele Diskussionen. Die Berechnungen für diese
Arbeit wären ohne die freundliche Unterstützung von Marcel S. nicht möglich gewesen.
Außerdem danke ich meiner Familie und meinen wunderbaren Freunden: meinen Eltern, meinen
Geschwistern Robert und Elisa, Grit und Marcus F., Gisela und Gert H. und viele andere, die mich
in den letzten drei Jahren kontinuierlich unterstützt haben. Meiner Partnerin Sarah und unseren









1.1. Motivation und Hintergrund . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
1.2. Hypothesen und Ziele . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
1.3. Problemstellung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2. Grundlagen 29
2.1. Proteinstrukturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
2.1.1. Pfam-Klassifizierung der E2-bindenden Proteine . . . . . . . . . . . . . . 30
2.1.2. Ligand-Protein-Interaktionen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.2. Aptamere . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
2.2.1. E2-spezifische Aptamere . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
2.2.2. PNA-Aptamere . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
2.3. Molekulardynamische Simulation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
2.4. Kraftfelder . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
I. Ergebnisse und Diskussion 43
3. Interaktionsanalysen in E2-Protein-Komplexen 45
3.1. Repräsentative Proteinstrukturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
3.1.1. Repräsentative Proteinstruktur 1a27-A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
3.1.2. Repräsentative Proteinstruktur 1jgl-H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
3.1.3. Repräsentative Proteinstruktur 1jnn-L . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
3.1.4. Repräsentative Proteinstruktur 1lhu-A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
3.1.5. Repräsentative Proteinstruktur 3uud-A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
3.1.6. Repräsentative Proteinstruktur 4jvl-A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
3.2. Physikochemische Eigenschaften der Ligand-bindenden Aminosäuren und ihre Wech-
selwirkungen mit E2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
3.3. Geometrisch konservierte Ligand-bindende Strukturmotive . . . . . . . . . . . . 58
3.4. Suche nach den repräsentativen Strukturmotiven in der PDB . . . . . . . . . . . 60
3.5. Zusammenfassung und Schlussfolgerung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
4. In silico Überführung von DNA- in PNA-Strukturen 65
5. Molekulardynamische Simulationen der Aptamere 67
5.1. Komplexsimulation zwischen E2 und dem Apt35 . . . . . . . . . . . . . . . . . 68
10 Inhaltsverzeichnis
5.2. Komplexsimulationen zwischen E2 und dem PNAApt35 . . . . . . . . . . . . . . 79
5.3. Komplexsimulation zwischen E2 und designten Aptameren . . . . . . . . . . . . 86
5.3.1. Komplexsimulation zwischen E2 und dem Apt34 . . . . . . . . . . . . . 86
5.3.2. Komplexsimulation zwischen zwei E2-Molekülen und dem Apt36 . . . . . 89
5.4. Komplexsimulationen zwischen EE2 und DIF und dem Apt35 . . . . . . . . . . . 96
5.4.1. Komplexsimulation zwischen EE2 und dem Apt35 . . . . . . . . . . . . . 96
5.4.2. Komplexsimulation zwischen Diclofenac und dem Apt35 . . . . . . . . . 99
5.5. Zusammenfassung und Schlussfolgerung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100
6. Vergleichende Bewertung der Interaktionsanalysen und Identifizierung funktioneller
Gruppen 105
7. Abschließende Diskussion und Ausblick 111
II. Methoden 117
8. Auswahl und Suche der E2-bindenden Proteinstrukturen 119
9. Interaktionsanalysen in E2-Aptamer-Komplexen 121
9.1. Modellierung der ssDNA-Aptamer-Struktur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 121
9.2. Molekulardynamische Simulationen der Aptamere . . . . . . . . . . . . . . . . 122
9.3. Analyse der Trajektorien aus den MD-Simulationen . . . . . . . . . . . . . . . . 122
10.Detektion der Interaktionen innerhalb der E2-bindenden Targetstrukturen 125
III. Anhang 127
A. Interaktionsanalysen in E2-Protein-Komplexen 129
B. Molekulardynamische Simulationen der Aptamere 139
B.1. Komplexsimulation zwischen E2 und dem Apt35 . . . . . . . . . . . . . . . . . 139
B.2. Komplexsimulationen zwischen E2 und dem PNAApt35 . . . . . . . . . . . . . . 141
B.3. Komplexsimulation zwischen E2 und designten Aptameren . . . . . . . . . . . . 143
B.4. Komplexsimulationen zwischen EE2 und Diclofenac und dem Apt35 . . . . . . . 155







1.1. Skelettformel von E2 mit drei hervorgehobenen strukturellen Merkmalen. . . . . 22
1.2. Schematische Darstellung und Zusammenhang der drei Säulen aus den Inter-
aktionsanalysen der E2-bindenden Targetstrukturen und die Identifizierung der
funktionellen Gruppen pro Targetstruktur. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.1. Skelettformel der chemischen DNA- und PNA-Struktur als monomere Einheit. . . 37
2.2. Überblick der zeitlichen Entwicklung und Vereinigung der unterschiedlichen Diszi-
plinen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
2.3. Schematische Darstellung der etablierten Kraftfeldwechselwirkungen. . . . . . . 42
3.1. 1a27-A: Darstellung der Strukturelemente, Proteinstruktur sowie die Bindungsstel-
le von E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
3.2. 1jgl-H+L: Darstellung der Strukturelemente, Proteinstruktur sowie die Bindungs-
stelle von E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
3.3. 1jnn-H+L: Darstellung der Strukturelemente, Proteinstruktur sowie die Bindungs-
stelle von E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51
3.4. 1lhu-A: Darstellung der Strukturelemente, Proteinstruktur sowie die Bindungsstel-
le von E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
3.5. 3uud-A: Darstellung der Strukturelemente, Proteinstruktur sowie die Bindungsstel-
le von E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
3.6. 4jvl-A: Darstellung der Strukturelemente, Proteinstruktur sowie die Bindungsstelle
von E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
3.7. Relative Häufigkeit und physikochemische Eigenschaften der E2-bindenden Ami-
nosäuren. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
3.8. E2-Bindungsstellen, extrahiert aus den repräsentativen Proteinstrukturen. . . . . 59
3.9. Konservierte strukturelle Motive, die in der E2-Bindungsstelle in repräsentativen
Proteinstrukturen entdeckt wurden. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59
3.10. Strukturmotiv der E2-bindenden Aminosäuren, die mit Fit3D in der Proteinstruktur
4l6h-A gefunden wurden. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
5.1. Nomentklatur der untersuchten Ligand-Aptamer-Komplexe. . . . . . . . . . . . 67
5.2. Überblick aller verwendeten Aptamer. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68
5.3. 2D und 3D Darstellung des Apt35 und Kontaktkarte der Aptamer-Basen. . . . . 69
5.4. Stabilitätsanalysen der Aptamerstrukturen versus 25 ns MD-Simulationszeit für
Apt35
und Apt35E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
5.5. Strukturanalyse des letzten Modells der Apt35E2 25 ns MD-Simulation. . . . . . 72
5.6. Apt35E2 Interaktionsanalysen der interagierenden Aptamer-Basen zu E2. . . . . 74
5.7. Energiebeitrag der Basen zur Bindung von E2 durch Apt35E2 und Verteilungen
der verschiedenen Wechselwirkungen pro Base. . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
5.8. Strukturelle Energie- und Interaktionsanalyse des letzten Modelles der MD-Simu-
lation von Apt35E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
12 Abbildungsverzeichnis
5.9. Verteilung und unterschiedliche Perspektiven der detektierten Atome der Nukleo-
tide über die gesamte Apt35E2 MD-Simulation . . . . . . . . . . . . . . . . . 78
5.10. Workflow der MD-Simulation vom Apt35 bis zur PNAApt35E2 Komplexsimulation. 80
5.11. Stabilitätsanalysen der Aptamerstrukturen versus 25 ns MD-Simulationszeit für
PNAApt35 und PNAApt35E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81
5.12. Strukturanalyse des letzten Modells der PNAApt35E2 25 ns MD-Simulation. . . 82
5.13. Verteilung und unterschiedliche Perspektiven der detektierten Atome der Nukleo-
tide über die gesamte PNAApt35E2 MD-Simulation . . . . . . . . . . . . . . . 83
5.14. Energiebeitrag der Basen zur Bindung von E2 durch PNAApt35E2 und Verteilun-
gen der verschiedenen Wechselwirkungen pro Base. . . . . . . . . . . . . . . . 84
5.15. Strukturanalyse des letzten Modells der Apt34E2 25 ns MD-Simulation. . . . . . 87
5.16. Energiebeitrag der Basen zur Bindung von E2 durch Apt34E2 und Verteilungen
der verschiedenen Wechselwirkungen pro Base. . . . . . . . . . . . . . . . . . 88
5.17. Schematische Darstellung der Generierung des Aptamers mit zwei Bindungsta-
schen für E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89
5.18. Stabilitätsanalysen der Aptamerstrukturen versus 25 ns MD-Simulationszeit für
Apt36E2E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 90
5.19. Strukturanalyse des letzten Modells der Apt36E2E2 25 ns MD-Simulation. . . . 91
5.20. Energiebeitrag der Basen zur Bindung von E2b durch Apt36E2E2 und Verteilun-
gen der verschiedenen Wechselwirkungen pro Base. . . . . . . . . . . . . . . . 93
5.21. Energiebeitrag der Basen zur Bindung von E2c durch Apt36E2E2 und Verteilun-
gen der verschiedenen Wechselwirkungen pro Base. . . . . . . . . . . . . . . . 94
5.22. Gegenüberstellung der drei untersuchten anthropogenen Spurenstoffe. . . . . . 96
5.23. Strukturanalyse des letzten Modells der Apt35EE2 25 ns MD-Simulation. . . . . 97
5.24. Analyse der Apt35DIF MD-Simulation. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99
5.25. Multiples Sequenz-Alignment der E2-bindenden Aptamersequenzen. . . . . . . 100
5.26. Übersicht der Basen-abhängigen Interaktionen zu den funktionellen Gruppen von
E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103
6.1. Übersicht über alle sechs repräsentativen Proteinketten. . . . . . . . . . . . . . 106
6.2. Struktureller Vergleich der Bindungsstellen der E2-bindenden Aptamere. . . . . 107
7.1. Schematische Darstellung und Gegenüberstellung der drei Säulen aus den Inter-
aktionsanalysen der E2-Targetstrukturen und die Identifizierung der funktionellen
Gruppen pro Targetstruktur. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 114
8.1. Schematischer Überblick über den entwickelten Workflow zur Bindungsstellenana-
lyse von Ligand-Protein-Interaktionen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 119
9.1. Schematischer Überblick über den entwickelten Workflow zur detaillierten Analyse
von Ligand-Aptamer-Interaktionen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 121
A.1. Absolute Häufigkeit der detektierten Interaktionstypen zwischen E2 und seinen
Ligand-bindenden Aminosäuren. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 137
B.1. PNAApt35E2 Interaktionsanalysen der interagierenden Aptamer-Basen zu E2. . 141
B.2. 2D und 3D Darstellung des Apt34 und Kontaktkarte der Aptamer-Basen. . . . . 143
B.3. Stabilitätsanalysen der Aptamerstrukturen versus 25 ns MD-Simulationszeit für
Apt34E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 144
B.4. Apt34E2 Interaktionsanalysen der interagierenden Aptamer-Basen zu E2. . . . . 145
B.5. Verteilung und unterschiedliche Perspektiven der detektierten Atome der Nukleo-
tide über die gesamte Apt34E2 MD-Simulation . . . . . . . . . . . . . . . . . 146
Abbildungsverzeichnis 13
B.6. 2D, 3D Darstellung des Apt36 und Kontaktkarte der Basen. . . . . . . . . . . . 148
B.7. Apt36E2E2 Interaktionsanalysen der interagierenden Aptamer-Basen zu E2b. . . 149
B.8. Verteilung und unterschiedliche Perspektiven der detektierten Atome der Nukleo-
tide über die gesamte Apt36E2E2 MD-Simulation (Kette B) . . . . . . . . . . . 150
B.9. Apt36E2E2 Interaktionsanalysen der interagierenden Aptamer-Basen zu E2c. . . 152
B.10. Verteilung und unterschiedliche Perspektiven der detektierten Atome der Nukleo-
tide über die gesamte Apt36E2E2 MD-Simulation (Kette C) . . . . . . . . . . . 153
B.11. Stabilitätsanalysen der Aptamerstrukturen versus 25 ns MD-Simulationszeit für
Apt35EE2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 155
B.12. Apt35EE2 Interaktionsanalysen der interagierenden Aptamer-Basen zu EE2. . . 156
B.13. Verteilung und unterschiedliche Perspektiven der detektierten Atome der Nukleo-
tide über die gesamte Apt35EE2 MD-Simulation . . . . . . . . . . . . . . . . . 157
B.14. Energiebeitrag der Basen zur Bindung von EE2 durch Apt35EE2 und Verteilungen
der verschiedenen Wechselwirkungen pro Base. . . . . . . . . . . . . . . . . . 158
C.1. Geometrische Eigenschaften der H-Brücken: Abstand zwischen Donor und Ak-
zeptor. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 161
C.2. Geometrische Eigenschaften der H-Brücken: Winkel am H-Atom vom Doner. . . 161
C.3. Geometrische Eigenschaften der π-π-Wechselwirkungen: Abstand zwischen den
Zentroiden der Ringsysteme. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 162
C.4. Geometrische Eigenschaften der π-π-Wechselwirkungen: Versatz zwischen den
Zentroiden der Ringsysteme. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 162
C.5. Geometrische Eigenschaften der π-π-Wechselwirkungen: Winkel zwischen den
Ebenen der Ringsysteme. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 163
C.6. Geometrische Eigenschaften der wasservermittelten H-Brücken: Abstand zwischen
Akzeptor und dem O-Atom vom Wasser. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 163
C.7. Geometrische Eigenschaften der wasservermittelten H-Brücken: Abstand zwischen
Donor und dem O-Atom vom Wasser. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 164
C.8. Geometrische Eigenschaften der wasservermittelten H-Brücken: Winkel am H-
Atom vom Donor. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 164
C.9. Geometrische Eigenschaften der hydrophoben Wechselwirkungen: Abstand zwi-
schen hydrophoben Interaktionsatomen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 165
C.10. Geometrische Eigenschaften der unterschiedlichen Interaktionen aus der




2.1. Auflistung aller neun existierenden E2-spezifischen Aptamere. . . . . . . . . . . 36
3.1. E2-bindende Proteinketten und Bindungsstellen die in den 35 E2-Proteinkomple-
xen enthalten sind. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
3.2. Clustering der E2-bindenden Proteinketten in jeder PF entsprechend ihrer globa-
len Strukturähnlichkeit. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
3.3. Proteinstruktur 1a27-A: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen
der detektierten H-Brücken zu E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
3.4. Proteinketten 1jgl-H+L: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen
der detektierten H-Brücken zu E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
3.5. Proteinstruktur 1jnn-L: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen
der detektierten H-Brücken zu E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
3.6. Proteinstruktur 1jnn-L: Geometrische Eigenschaften der detektierten π-π-Wech-
selwirkungen zu E2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
3.7. Proteinstruktur 1lhu-A: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen
der detektierten H-Brücken zu E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
3.8. Proteinstruktur 3uud-A: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen
der detektierten H-Brücken zu E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
3.9. Proteinstruktur 3uud-A: Geometrische Eigenschaften der detektierten π-π-Wech-
selwirkungen zu E2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
3.10. Proteinstruktur 3uud-A: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen
der detektierten wasservermittelten H-Brücke zu E2. . . . . . . . . . . . . . . . 55
3.11. Proteinstruktur 4jvl-A: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen
der detektierten H-Brücken zu E2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
3.12. Proteinstruktur 4jvl-A: Geometrische Eigenschaften der detektierten π-π-Wech-
selwirkungen zu E2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
3.13. Proteinstruktur 4jvl-A: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen
der detektierten wasservermittelten H-Brücke zu E2. . . . . . . . . . . . . . . . 56
3.14. Übersicht aller Dreierkombinationen aus den drei extrahierten Strukturmotiven. . 60
3.15. Durch Fit3D gefundene Triplett-Strukturmotive in den Proteinen der PDB, ausge-
hend von den Dreierkombinationen der Ausgangs-Strukturmotive. . . . . . . . . 61
4.1. Vorschrifften und Reihenfolge zur in silico Transformation von DNA- und RNA- in
eine PNA-Struktur. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66
5.1. Überblick über die detektierten Wechselwirkungen über die gesamte Apt35E2
MD-Simulation. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
5.2. Gegenüberstellung der detektierten Wechselwirkungen zwischen der 3- und 17-β-
Position von E2 während der Apt35E2 25 ns MD-Simulation. . . . . . . . . . . 78
5.3. Überblick über die detektierten Wechselwirkungen über die gesamte PNAApt35E2
MD-Simulation. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 82
5.4. Gegenüberstellung der detektierten Wechselwirkungen zwischen der 3- und 17-β-
Position von E2 während der PNAApt35E2 25 ns MD-Simulation. . . . . . . . . 83
16 Tabellenverzeichnis
5.5. Überblick über die detektierten Wechselwirkungen über die gesamte Apt34E2
MD-Simulation. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87
5.6. Gegenüberstellung der detektierten Wechselwirkungen zwischen der 3- und 17-β-
Position von E2 während der Apt34E2 25 ns MD-Simulation. . . . . . . . . . . 88
5.7. Überblick über die detektierten Wechselwirkungen über die gesamte Apt36E2E2
(E2b) MD-Simulation. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 91
5.8. Gegenüberstellung der detektierten Wechselwirkungen zwischen der 3- und 17-β-
Position von E2 während der Apt36E2E2 25 ns MD-Simulation (Kette B). . . . . 92
5.9. Überblick über die detektierten Wechselwirkungen über die gesamte Apt36E2E2
(E2c) MD-Simulation. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93
5.10. Gegenüberstellung der detektierten Wechselwirkungen zwischen der 3- und 17-β-
Position von E2 während der Apt36E2E2 25 ns MD-Simulation (Kette C). . . . . 94
5.11. Überblick über die detektierten Wechselwirkungen über die gesamte Apt35EE2
MD-Simulation. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98
5.12. Gegenüberstellung der detektierten Wechselwirkungen zwischen der 3- und 17-
α-Position von EE2 während der Apt35EE2 25 ns MD-Simulation. . . . . . . . . 98
5.13. Sequenzvergleich der E2-bindenden Aptamere. . . . . . . . . . . . . . . . . . 100
6.1. Überblick über die identifizierten funktionellen Gruppen aus den drei untersuchten
E2-Targetstrukturen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 109
A.1. Übersicht aller Proteine, deren Struktur in Komplex mit E2 derzeit im PDB hinterlegt
sind. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 129
A.2. Mutant und Wildtyp Übersicht aller Proteine, deren Struktur in Komplex mit E2 auf
der PDB hinterlegt sind. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 131
A.3. Klassifikation nach Pfam aller Proteine, deren Struktur in Komplex mit E2 auf der
PDB hinterlegt sind. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 133
B.1. Bindungsenergiekomponenten und freie Bindungsenergien der Apt35E2 Basen. 140
B.2. Bindungsenergiekomponenten und freie Bindungsenergien der PNAApt35E2 Ba-
sen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 142
B.3. Bindungsenergiekomponenten und freie Bindungsenergien der Apt34E2 Basen. 147
B.4. Bindungsenergiekomponenten und freie Bindungsenergien der Apt36E2E2 (Kette
B) Basen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 151
B.5. Bindungsenergiekomponenten und freie Bindungsenergien der Apt36E2E2 (Kette
C) Basen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 154
B.6. Bindungsenergiekomponenten und freie Bindungsenergien der Apt35EE2 Basen. 159






ACEPYPE Antechamber python parser interface
AIL asymmetrischer innerer Loop
AMBER Assisted Model Building with Energy Refinement
AMP Adenosinmonophosphat
C Cytosin
CATH Class Architecture Topology Homologous
CDR Komplementarität bestimmende Region (engl.
complementarity-determining region)
CHARMM Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics
DIF Diclofenac
DNA Desoxyribonucleinsäure (engl. desoxyribonucleic acid)
dsDNA Doppelstrang DNA (engl. double stranded DNA)
DSSP Wörterbuch der Protein-Sekundärstruktur (engl. dictio-




Fab engl. Fragment antigen binding
FEP Freie-Energie-Störung (engl. free energy perturbation)
G Guanin
GOL Glycerin
GROMACS Groningen Machine for Chemical Simulations






MM/PBSA Molekülmechanik Poisson-Boltzmann Oberflächenbe-







NMR Kernspinresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic
resonance spectroscopy)
NPT konstante Anzahl (N), Druck (P) und Temperatur (T)
NVT konstante Anzahl (N), Volumen (V) und Temperatur (T)
OPLS Optimized Potentials for Liquid Simulations
PAP 3’-Phospho-ADP
PAPS 3’-Phosphoadenosin-5’-phosphosulfat
PDB Protein-Datenbank (engl. protein data bank)
PF Proteinfamilie
Pfam Protein Families Database
PLIP Protein-ligand interaction profiler
PNA Peptid-Nukleinsäure (engl. peptide nucleic acid)
Rg Gyrationsradius (engl. radius of gyration)
RMSD Wurzel aus der mittleren quadratischen Abweichung
(engl. root-mean-square deviation)
RMSF Wurzel aus der mittleren quadratischen Fluktuation
(engl. root-mean-square fluctuation)
RNA Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid)
SASA Lösungsmittelzugängliche Oberfläche
SCOP Structural Classification of Proteins
SELEX Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrich-
ment
SMILES Simplified Molecular Input Line Entry Specification
SR Stammregion





VH variable Domäne der schweren Antikörperproteinkette
(engl. variable domain of the antibody heavy chain)
VL variable Domäne der leichten Antikörperproteinkette





Teile der vorliegenden Arbeit wurden in internationalen Fachzeitschriften, in Form von Vorträgen
und einem Poster veröffentlicht.
Artikel
A. Eisold & D. Labudde, "Detailed Analysis of 17β-Estradiol-Aptamer Interactions: A Molecular
Dynamics Simulation Study"
Molecules, vol. 23(7), 1690, Jul 2018
Kapitel: 5.1
F. Kaiser†, A. Eisold†, S. Bittrich & D. Labudde, "Fit3D: a web application for highly accurate
screening of spatial residue patterns in protein structure data"
Bioinformatics, vol. 32, pp. 792–794, Mar 2016
Kapitel: 3.3 und 3.4
Vorträge
"Molecular Dynamics Simulation of E2-Bound Aptamers and Interaction Analysis"
Bioinformatic meets Machine Learning in Mittweida, Germany, 10. Jan 2018
"In Silico Method for Transformation of DNA/RNA Aptamers into Peptide Nucleic Acid Ap-
stamers"
X Symposium of the Polish Bioinformatics Society, in Poznań, Poland, 27.-29. Sep 2017
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1.1. Motivation und Hintergrund
Pharmakologisch aktive Chemikalien wurden bereits vor mehr als 20 Jahren in Trinkwasser und
anderen Wasserressourcen nachgewiesen [1, 2, 3]. Ihre negativen Auswirkungen auf verschie-
dene Organismen sind weitreichend beobachtet und beschrieben [4, 5]. Zu diesen Substanzen
zählen unterschiedliche Hormone wie 17β-Estradiol (E2), aber auch anthropogene Spurenstoffe
wie 17α-Ethinylestradiol (EE2) und Diclofenac (DIF). E2 ist das stärkste estrogene Hormon und
an einer Vielzahl von Prozessen aller Wirbeltiere beteiligt, wie Embryonenentwicklung, Hirndiffe-
renzierung, Energiestoffwechsel und sexuelle Fortpflanzung [6, 7, 8]. In Folge ist es an mehreren
humanpathogenen Krankheitsbildern wie Krebs, Adipositas und Osteoporose beteiligt [8]. Da E2
zusätzlich exogen als Antibabypille und zur Behandlung verschiedener Erkrankungen eingenom-
men, sowie als Bestandteil der Tierhaltungspraktiken verwendet wird, gelangen jährlich mehrere
Tonnen dieser Verbindung an die Umwelt [9]. Die Belastung durch niedrige E2 Konzentrationen
von 0,1 bis 3,6 ng·L−1 in verschieden Gewässern [10] und in der Umwelt wurde mit negativen
Auswirkungen auf die Gesundheit von Mensch und Umwelt in Verbindung gebracht [11, 9].
Die Trinkwasserqualität ist für die Gesundheit von Mensch und Tier von höchster Priorität. Aus die-
sem Grund muss die Qualität kontinuierlich geprüft und überwacht werden. Die Beseitigung von
schädlichen und gesundheitsgefährdenden Substanzen muss lückenlos sichergestellt werden. Bis-
herige Filteranlagen können die rückstandslose Entfernung von Pharmaka und deren Rückstände
aus den Oberflächen-, Grund- und Trinkwässern nicht gewährleisten. Dadurch gelangen diese in
meist unbekannter Konzentration in das Wasserkreislaufsystem und damit in die Umwelt. Es beste-
hen gravierende technische Hürden bei der Filterung von wenigen Nanometer großen Molekülen.
Die Entwicklung von Sensoren der neuen Generation für den umwelt- und medizindiagnostischen
Nachweis sowie die Entwicklung von Wasseraufbereitungsverfahren neuer Technologien zur Ent-
fernung von E2, erfordert unter anderem die Charakterisierung des E2-Protein-Bindungsprozesses.
Dazu sind die einzelnen für die Ligandenerkennung erforderlichen Wechselwirkungen maßgeblich
[11, 12]. Demzufolge ist es unerlässlich, Einblicke in die Wechselwirkungen zu gewinnen, die den
E2-Bindungsprozess charakterisieren und dieses Wissen auf die Identifizierung dieser bisher un-
bekannten E2-bindenden Proteinstrukturen anzuwenden. Diese neu identifizierten E2-bindenden
Proteine könnten unter anderem für die Entwicklung von Technologien zur Schadstoffbeseitigung,
medizinischen und ökologischen Diagnostik und Behandlung von Krankheiten genutzt werden.
Neben diesen Erkenntnissen ist auch eine Aptamer-basierte Technologie eine effiziente Appli-
kation zur Abreinigung von niedermolekularen Verbindungen [13]. Aptamere ermöglichen eine
hochspezifische Molekülbindung und können, charakteristisch für jede Art von Molekülen, synthe-
tisch hergestellt werden [14]. Durch diese Methode kann eine chemische Bindung zwischen dem
Aptamer und der zu detektierenden Substanz bereitgestellt werden. Ein robusterer Ansatz kann
durch die Verwendung von Peptid-Nukleinsäure (PNA) erzielt werden, da diese vom Abbau von
natürlich vorkommenden Nukleasen nicht betroffen sind [15]. Die vorliegende Arbeit widmet sich
der Erforschung der fundamentalen funktionellen Gruppen aus allen betrachteten Targetstruktu-
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ren, welches es ermöglichen das Molekül E2 (Abbildung 1.1) in seiner Gesamtheit durch nicht-
kovalente Wechselwirkungen zu binden. Die abgeleiteten Gruppen helfen bei dem Verständnis,
wie die Natur die ihr zur Verfügung stehenden Werkzeuge einsetzt und könnten dazu beitragen,
die Techniken für Vorhersage von Proteinfunktionen und das Designen von spezifischen Aptameren
zu verbessern. Weiterhin ist durch die geschickte Kombination und Anordnung der abgeleiteten
Gruppen möglich, um ein System zu entwickeln, welches den Ligand vollständig binden kann. Mit
diesem Wissen können Technologien entwickelt werden, die in der Lage sind E2 durch die Bindung
an Biomakromolekülen aus Gewässern abzureinigen.
Abbildung 1.1.: Skelettformel von E2 mit drei hervorgehobenen strukturellen Merkmalen. Die beiden rot schattierten
Kreise sind Hydroxylgruppen an der 3- und 17-β-Position und können als Donor oder Akzeptor bei direkten H-Brücken
oder wasservermittelten H-Brücken fungieren. Der grau schattierte Bereich stellt das hydrophobe und starre Rückgrat
dar. Der A-Ring von E2 ist das aromatische Ringsystem und ermöglicht die Bildung möglicher π-π-Wechselwirkungen.
Skelettformel von E2, angepasst von der DrugBank [16].
1.2. Hypothesen und Ziele
Ausgehend von allen bekannten E2-bindenden Targetstrukturen wird untersucht, wie durch nicht-
kovalente Wechselwirkungen das Molekül gebunden wird. Als Targetstrukturen werden in die-
ser Arbeit Biomakromoleküle bezeichnet, bei denen bekannt ist, dass E2 von diesen gebunden
wird, oder die Möglichkeit der Bindung besteht. Zu den Targetstrukturen gehören die Protein-
strukturen und Aptamere auf Desoxyribonucleinsäure (DNA)- und PNA-Basis. Im Fokus steht die
Identifizierung funktioneller Gruppen innerhalb dieser Targetstrukturen und die davon ausgehen-
den Wechselwirkungen zu E2. Weiterhin wird beschrieben, wie weitere Targetstrukturen modelliert
sowie analysiert wurden und wie diese bei dem Verständnis der Bindung von E2 beitragen. Zur
Erarbeitung des inhaltlichen Schwerpunktes wurde folgende Primärhypothese abgeleitet:
Primärhypothese
Es existieren identische, funktionelle Gruppen innerhalb der E2-bindenden Targetstrukturen,
die E2 durch nicht-kovalente Wechselwirkungen binden.
Die funktionelle Gruppe ist eine Atomgruppe und damit eine Untereinheit der untersuchten Target-
strukturen, die mit E2 wechselwirken und dazu führen, dass E2 gebunden wird. Eine Atomgruppe
setzt sich aus mindestens zwei kovalent verbundene Atome zusammen. Zwei Atomgruppen sind
identisch, wenn die Anzahl und Anordnung der Atome der jeweiligen Gruppen übereinstimmen.
Bei dieser Hypothese werden alle identifizierten nicht-kovalenten Wechselwirkungen und die ab-
geleiteten Gruppen aus den Targetstrukturen gegenübergestellt und miteinander verglichen. Das
übergeordnete Ziel dieser Arbeit wurde demnach folgendermaßen beschrieben:
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Primärziel
Identifizierung und Charakterisierung der nicht-kovalenten Wechselwirkungen, ausgehend von
den funktionellen Gruppen innerhalb der E2-bindenden Targetstrukturen.
Zur Erreichung des Hauptziels sind weitere Thesen für die Beschreibung notwendig. So wurden
bereits bekannte E2-bindenden Targetstrukturen für die Analyse und Ableitung der funktionellen
Gruppen herangezogen. Dazu wurden veröffentlichte Proteinstrukturen, die mit E2 in Komplex
stehen, als erstes untersucht. Es konnten zwei wesentliche Hypothesen abgeleitet und deren Ziele
definiert werden, die zum Wissenserwerb maßgeblich beitrugen.
Proteine
Proteine bilden das Fundament bei der Betrachtung von E2-bindenden Targetstrukturen. Besonde-
res Augenmerk liegt auf den Einheiten aus denen sich das Protein zusammensetzt, den Aminosäu-
ren. Durch die kovalente Verkettung der Aminosäuren bilden sich Strukturelemente aus, die die
Funktion des Proteins ermöglichen. Aufgrund der räumlichen Anordnung und Ausrichtung der Sei-
tenketten der Aminosäuren, bilden sich unter anderem Bindungstaschen aus, die es ermöglichen,
Moleküle wie E2 zu binden. Dabei wird folgende Hypothese geprüft:
1. Hypothese
E2 wird innerhalb der untersuchten Bindungstaschen, der bekannten E2-Protein-Komplexe,
durch konservierte Aminosäuren gebunden.
Bei der Überprüfung dieser Hypothese werden alle verfügbaren E2-bindenden Proteinstrukturen
auf die Zusammensetzung der Bindungstasche untersucht. Das dazugehörige Ziel wird folgender-
maßen definiert:
1. Ziel
Identifizierung und Charakterisierung der E2-bindenden Aminosäuren in den Bindungstaschen
der Proteinstrukturen.
Anschließend ist es möglich, die fundamentalen funktionellen Gruppen abzuleiten, die es den Pro-
teinen ermöglichen, E2 zu binden. Diese Analyse bildet die erste Säule dieser Arbeit (Abbildung
1.2). Es ist bekannt, dass die räumliche Anordnung von Aminosäuren bestimmend für die Bindung
von Liganden sind [17]. Diese Anordnung wird als strukturelles Motiv bezeichnet und nimmt einen
hohen Stellenwert bei dem Verständnis von Proteinfunktionen ein [17, 18]. Mit den identifizierten
Bindungstaschen können solche Motive abgeleitet und in weiteren Proteinstrukturen gesucht wer-
den [18]. Dadurch ist es möglich, Proteinstrukturen zu finden, die ebenfalls in der Lage sind E2 zu
binden. Daraus lässt sich folgende Hypothese ableiten:
2. Hypothese
Die E2-bindenden Aminosäuren und deren geometrische Anordnung sind in weiteren Protein-
strukturen, die nicht Teil der in dieser Arbeit untersuchten Proteine waren, vorhanden.
Bei der Überprüfung dieser Hypothese werden die E2-bindenden Aminosäuren zu strukturellen
Motiven abgeleitet. Bei der Ableitung werden lediglich Aminosäuren berücksichtigt, die direkte
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nicht-kovalente Wechselwirkungen zu E2 ausbilden. Anschließend werden diese Motive in Protein-
strukturen in der Protein-Datenbank (PDB) gesucht, die nicht Teil der in dieser Arbeit untersuchten
Proteine waren. Das dazugehörige Ziel wird folgendermaßen definiert:
2. Ziel
Identifizierung der abgeleiteten Strukturmotive, bestehend aus den Aminosäuren und deren
Ausrichtung im dreidimensional (3D)-Raum, in weiteren Proteinstrukturen der PDB.
Mit den gewonnenen Erkenntnissen ist es möglich, die Aminosäuren in der Umgebung des gefun-
denen Strukturmotivs innerhalb der Proteinstruktur auf weitere funktionelle Gruppen zu untersu-
chen. Diese können bei der Erweiterung oder Festigung der bisherigen funktionellen Gruppen, die
E2 binden, beitragen. Zu den weiteren E2-bindenden Targetstrukturen gehören die E2-spezifischen
Aptamere.
Aptamere
Aptamere sind ein geeignetes Werkzeug für die Detektierung von spezifischen Liganden. Die in die-
ser Arbeit simulierten Ligand-Aptamer-Komplexe bilden neben der Analyse von Proteinstrukturen
die zweite Säule für die Interaktionsanalysen (Abbildung 1.2). Anders als bei Proteinen setzen sich
die Aptamere aus Nukleinbasen zusammen. Es existieren generell nur wenige strukturell aufgeklär-
te Ligand-Aptamer-Systeme. Von E2-bindenden Aptameren existieren bisher keine Strukturdaten,
die für Analysen bestimmend gewesen wären. Daraus lässt sich folgende Hypothese ableiten:
3. Hypothese
Aptamere mit bekannter Sequenz und bekannten spezifischen Liganden können modelliert und
die Interaktionen zwischen ihnen analysiert werden.
Bei der Prüfung dieser Hypothese werden publizierte E2-spezifische Aptamersequenzen für die
Komplexsimulationen ausgewählt. Weiterhin ist es notwendig ein geeignetes Ablaufschema, be-
stehend aus bioinformatischen Methoden, zu entwickeln, welches ausgehend von der Sequenz bis
hin zur Analyse der Interaktionen zwischen Ligand und Aptamer in der Gesamtheit abdeckt [19].
Das dazugehörige Ziel wird folgendermaßen definiert:
3. Ziel
Entwicklung eines bioinformatischen Ablaufschemas, welches die Modellierung und Interakti-
onsanalyse zwischen Aptameren und deren Liganden ermöglicht.
Anschließend ist es möglich, die fundamentalen funktionellen Gruppen abzuleiten, die es dem Ap-
tamer ermöglichen, E2 zu binden. Zudem dient die Interaktionsanalyse dazu, die wichtigsten Bin-
dungsbasen innerhalb des Aptamers zu identifizieren. Basen, die nur geringfügig zur Bindung des
Liganden beitragen, können eliminiert werden, um damit die Bindungstasche zu optimieren. Das
Ablaufschema bietet außerdem die Möglichkeit, Bindungsstudien mit Molekülen durchzuführen,
die dem ursprünglichen Liganden ähnlich sind. Daraus lässt sich folgende Hypothese ableiten:
4. Hypothese
Aptamere, die E2 spezifisch binden, binden dessen Derivate ex aequo.
1.2. Hypothesen und Ziele 25
Bei der Prüfung dieser Hypothese werden Derivate des spezifischen Liganden für die Komplexsimu-
lation anstelle des eigentlichen Liganden verwendet. Diese Ergebnisse lassen sich mit existierenden
experimentellen Studien vergleichen. Außerdem ist es von hohem Interesse, die Basen zu identifi-
zieren, die den Liganden binden und herauszufinden, ob sich auf Grund dieses Liganden andere
Interaktionen ausbilden. Das dazugehörige Ziel wird folgendermaßen definiert:
4. Ziel
Identifizierung und Vergleich der detektierten Bindungsbasen zwischen dem E2-Aptamer-Kom-
plex und dem Derivat-Aptamer-Komplex.
Die Ergebnisse können für eine Aussage über die Spezifität des Aptamers gegenüber eines be-
stimmten Liganden verwendet werden. Weiterhin ist es möglich, dieses Aptamer auch für einen
Einsatz bei der Detektion dieser Derivate einzusetzen.
Die abgeleiteten und gegenübergestellten funktionellen Gruppen aus Proteinen und DNA-Ap-
tameren bilden zusammen bereits eine Basis bezüglich des Verständnisses der E2 Bindung. Eine
stabile Alternative gegenüber DNA-Aptameren sind die PNA-Aptamere.
PNA-Aptamere
PNA-Aptamere sind künstliche Analoga der DNA wie auch Ribonukleinsäure (RNA). Die Basen
sind anstelle eines Zucker-Phosphat-Rückgrats mit einem Peptid ähnlichem Rückgrat kovalent ver-
bunden. Dies bringt einige Vorteile für die Stabilität [15], aber auch Nachteile bei der Löslichkeit
in Wasser [20] mit sich. Dennoch muss geprüft werden, ob die PNA-Aptamere sich ebenfalls für
die spezifische Bindung von Liganden eignen. In Bezug auf die E2-bindenden Aptamere lässt sich
folgende Hypothese ableiten:
5. Hypothese
PNA-Aptamere mit identischer Basenabfolge, nach dem DNA-Aptamer Vorbild, bilden identi-
sche Sekundärstrukturelemente (SSE) aus.
Zur Überprüfung der Hypothese wird der in dieser Arbeit vorgestellte PNA-Generator verwendet.
Der Fokus liegt dabei auf der Analyse der SSE und ob sich diese, auf Grund des veränderten
Rückgrats, verändern und dadurch bestehende Basenpaare trennen oder weitere ausbilden. Das
dazugehörige Ziel wird folgendermaßen definiert:
5. Ziel
Identifizierung der ausgebildeten Basenpaare und intermolekularer Interaktionen des PNA-
Aptamers.
Nach einer Stabilitätsanalyse und Überprüfung auf Erhalt der SSE besteht die Möglichkeit, dass
auch die Bindungstasche erhalten bleibt. Weiterhin ist es von hohem Interesse herauszufinden, wie
sich die beiden Enden der PNA-Struktur verhalten. So muss geprüft werden, ob diese in der Nähe
der Bindungstasche sind oder ungebunden vorliegen. Auch wenn die Überführung von DNA in
PNA zu strukturellen Veränderungen führen kann, ist es weiterhin vom hohen Interesse, ob diese
Struktur in der Lage ist E2 zu binden.
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6. Hypothese
PNA-Aptamere mit identischer Basenabfolge, nach dem DNA-Aptamer Vorbild, binden dessen
spezifischen Liganden mit identischen Basen.
Bei dieser Hypothese soll geprüft werden, ob auf Grund der strukturellen Veränderung des Rück-
grats die Bindung von E2 generell möglich ist. Weiterhin soll geprüft werden, ob sich die de-
tektierten DNA-Aptamer-Bindungsbasen verändern. Das dazugehörige Ziel wird folgendermaßen
definiert:
6. Ziel
Identifizierung und Charakterisierung der Basen zu E2 innerhalb des PNA-Aptamers.
Durch die Identifizierung der Bindungspartner können die funktionellen Gruppen des PNA-Ap-
tamers abgeleitet werden. Dies bildet schlussendlich die dritte Säule der Interaktionsanalysen zwi-
schen E2 und den Targetstrukturen (Abbildung 1.2).
Durch die Analyse der beschriebenen Hypothesen aus den einzelnen Etappen und Zusammen-
führung der erreichten Ziele, kann die Erarbeitung des inhaltlichen Schwerpunktes erfolgen. Dazu
werden die abgeleiteten funktionellen Gruppen, aus den Proteinstrukturen, den DNA-Aptameren
und dem PNA-Aptamer miteinander verglichen und den jeweiligen Hydroxylgruppen an der 3-
und 17-β-Position sowie A-Ring von E2 zugeordnet.
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Die Industrie der Abwasseraufbereitung und Abwasserreinigungsanlagen können mit bisherigen
Methoden eine vollständige Eliminierung von persistenten anthropogenen Spurenstoffen in Ober-
flächen-, Grund- und Trinkwasser nicht bewältigen [21, 22]. Die eingesetzten Technologien sind
für Filterungen im Nanometerbereich nicht konzipiert, daher passieren Pharmaka und deren Rück-
stände die Abwasserfilterungsphasen. Aus diesem Grund werden Technologien benötigt, die in
diesen Bereichen greifen, um der weiteren Verbreitung der anthropogenen Spurenstoffe entge-
genzuwirken. Dabei steht ein Ansatz im Vordergrund, der diese Substanzen rückstandslos aus den
Gewässern entfernen kann, da durch enzymatischen oder oxidativen Abbau Moleküle entstehen
können, die ebenfalls negative Effekte mit sich bringen. Bei der rückstandslosen Entfernung han-
delt es sich auf molekularer Ebene um die Bindung der Schadsubstanz an eine Targetstruktur,
welche auf einer Trägeroberfläche immobilisiert sein kann. Damit die Targetstruktur die Schad-
substanz binden kann, muss diese begünstigende Bindungseigenschaften erfüllen. Diese Eigen-
schaften können von bereits existierenden Ligand-Targetstruktur-Komplexen extrahiert werden. Es
existieren nur wenige Studien, die öffentlich zugängliche 3D-Strukturen von E2-Protein-Komplexen
beinhalten und die Wechselwirkungen zwischen E2 und den für die Bindung verantwortlichen Ami-
nosäuren charakterisieren. Diese Charakteristika gilt es in konservierten Strukturmotiven abzuleiten
und in bisher unbekannten Proteinstrukturen für E2 durch automatisierte und hochdurchsatzfähige
Datenbankabfragen ausfindig zu machen. Vor allem bei den automatisierten Datenbankabfragen
von Strukturmotiven besteht ein hoher Bedarf [17, 18]. Ferner sind die identifizierbaren funktionel-
len Gruppen für das Grundverständnis der E2-Bindung maßgeblich.
Für die Detektion haben sich bereits Sensorgeräte auf Aptamer-Basis, sogenannte Aptasensoren,
welche an Nanoröhrchen [23] oder Nanopartikel [24, 25] immobilisiert sind, bewährt. Der Er-
folg von Aptasensoren hängt von einer starken und spezifischen Ligand-Aptamer-Bindung ab. Um
einen zuverlässigen Sensor für die selektive und sensitive Detektion von Molekülen wie E2 zu ent-
wickeln, ist ein tiefes Verständnis der Bindungseigenschaften zwischen Ligand und Aptamer auf
molekularer Ebene von entschiedener Bedeutung. Kristallstrukturen von Aptameren die in Kom-
plex mit ihrem Liganden stehen, liefern detaillierte Informationen über molekulare Wechselwir-
kungen und damit ein tiefes Verständnis der Bindung [26, 27]. Jedoch ist die Herstellung von
Kristallstrukturen dieser Komplexe schwierig und demzufolge sind nur wenige Liganden-Aptamer-
Komplexe aufgelöst. Diese sind jedoch entscheidend, um die grundlegende Bindung zwischen Ap-
tamer und Ligand zu verstehen. Von den E2-spezifischen Aptameren existieren keine Kristall- oder
Kernspinresonanz-Strukturen, mit denen eine Analyse der Wechselwirkung zwischen E2 und seinem
spezifischen Aptamer möglich wäre. Es ist jedoch möglich, durch computergestützte Modellierung
diese Bindungsmechanismen und deren Eigenschaften auf molekularer Ebene zu analysieren und
zu verstehen. Voraussetzung dafür sind, ähnlich wie bei den E2-Protein-Komplexen, vorhande-
ne 3Ds-Strukturinformationen. Diese gilt es zu modellieren, einen Komplex mit dem Ligand zu
generieren und mit geeigneten Methoden zu analysieren. Die molekulardynamische Simulation
ist eine leistungsstarke Methode und kann verwendet werden, um die Ligand-Aptamer-Bindung
und ihre Wechselwirkungen zu analysieren. Damit kann Wissen erlangt werden, welches aus den
Kristallstrukturen nicht hervorgehen. Bei Makromolekülen die mittels Kernspinresonanzspektrosko-
pie (engl. nuclear magnetic resonance spectroscopy) (NMR) bestimmt wurden, können jedoch
Ensemble Modellen vorhanden sein, die für diese Analyse genutzt werden können. Molekulardy-
namik (MD) ist die in silico Berechnung von Bewegungen und Wechselwirkungen von Atomen
und Molekülen innerhalb eines definierten Zeitintervalls [28] und liefert Einblicke in das moleku-
lar dynamische Verhalten der Atome. Für die Generierung der nötigen 3D-Struktur, die passende
Platzierung des Liganden und die Analyse der Wechselwirkungen, ist ein geeignetes Ablaufsche-
ma gefordert [19]. Der Fokus liegt dabei auf der Identifizierung funktioneller Gruppen, die es dem
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Aptamer ermöglichen, über ausgebildete Wechselwirkungen, E2 zu binden.
Abbildung 1.2.: Schematische Darstellung und Zusammenhang der drei Säulen aus den Interaktionsanalysen der E2-
bindenden Targetstrukturen und die Identifizierung der funktionellen Gruppen pro Targetstruktur. E2 ist als Skelettformel
dargestellt. Innerhalb der E2-bindenden Targetstrukturen, bestehend aus Proteine, DNA- und PNA-Aptamere, werden
die Gruppen, die für die Bindung von E2 verantwortlich sind, pro Targetstrukturen identifiziert und der jeweiligen
Position am E2 zugeordnet. Die Linien stellen die möglichen Interaktionen zwischen den E2-bindenden Targetstrukturen
und E2 dar. Die korrespondierenden Farben repräsentieren die zu identifizierenden Gruppen aus den unterschiedlichen
Targetstrukturen. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. WM H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke. π-π-WW: π-π-
Wechselwirkungen.
Aptamere sind einzelsträngige DNA- oder RNA-Moleküle und demnach anfällig für die Degradati-
on durch Nukleasen [15]. Folglich sind die Einsatzmöglichkeiten der Aptasensoren eingeschränkt.
Gegenmaßnahmen die es dem Aptamer weiterhin ermöglichen den Ligand spezifisch zu bin-
den, wurden bereits etabliert. Dazu wurden unter anderem Verfahren entwickelt, die das 5’- oder
3’-Ende mit einem Molekül kovalent verbinden. Dieses Verfahren wird als Capping bezeichnet,
welches den Abbau durch Nukleasen verhindert [29, 30, 31]. Weitere Möglichkeiten dem Ab-
bau entgegenzuwirken bieten unnatürliche Aptamere, zu denen unter anderem die Speigelmere
[32] oder PNA [33] zählen. Da überprüft werden soll, ob das E2-spezifische Aptamer in der PNA-
Variation ebenfalls E2 bindet, wurde eine 3D-Struktur benötigt. Ähnlich wie bei den Aptamerstruk-
turen, sind ebenfalls nur wenige PNA-Strukturen verfügbar. Deshalb muss ein Verfahren entwickelt
werden, welches es ermöglicht, das DNA- in ein PNA-Aptamer in silico zu transformieren. An-
schließend ist es möglich Ligand-PNA-Aptamer-Bindungen zu simulieren und in diesem System
die funktionellen Gruppen, die für die Bindung von E2 verantwortlich sind, zu identifizieren und




Proteine sind eine wichtige Klasse von biologischen Makromolekülen, die in allen biologischen
Organismen vorkommen. Proteine bestehen aus einer Sequenz von 20 verschiedenen kanoni-
schen Aminosäuren, die auch als Reste bezeichnet werden. Um ihre biologische Funktion erfüllen
zu können, falten sich Proteine oft in eine oder mehrere spezifische räumliche Konformationen, die
sogenannte 3D-Struktur. Die Bildung der Proteinstruktur wird durch eine Reihe von nicht-kovalen-
ten Wechselwirkungen wie Wasserstoffbindung, ionische Wechselwirkungen, hydrophobe Packung
und van der Waals Kräfte induziert. Um die Funktionen von Proteinen auf molekularer Ebene zu
verstehen, ist es oft notwendig, ihre 3D-Struktur zu bestimmen. Dazu werden unter anderem die
Techniken wie Röntgenkristallographie, NMR und Elektronenmikroskopie eingesetzt. Diese Struk-
turdaten sind vor allem auf der PDB [34, 35] zu finden, die über 144.000 Makromoleküle zur Ver-
fügung stellt. Aufgrund der räumlichen Anordnung der Aminosäuren und Ausrichtung der Seiten-
ketten, können sich Bindungsstelle ausbilden, die es ermöglichen, Moleküle wie E2 zu binden. Pro-
teininteraktionen mit Liganden, anderen Proteinen oder Oberflächen werden durch eine komplexe
Reihe von intermolekularen Interaktionen gesteuert. Diese Wechselwirkungen werden sowohl von
den spezifischen Wechselwirkungen in der Bindungsstelle als auch von den unspezifischen Kräften
außerhalb der Bindungstasche beeinflusst. Dieses Zusammenspiel von spezifischen und unspe-
zifischen Kräften steuert alle Proteinwechselwirkungen von biomolekularen Zusammenstößen in
Lösungen bis hin zur Adhäsion zwischen Zellen. Die Komplexität der Wechselwirkungen zwischen
Proteinen und flexiblen Zielmolekülen, einschließlich anderer Proteine, Nukleinsäuren und kleiner
Moleküle, wird oft durch die große Flexibilität der Proteinbindungsstellen und durch die strukturel-
len Umlagerungen bestimmt, die bei der Bindung des zugehörigen Moleküls auftreten. Auf Grund
der oft verschiedenen Aufgaben der Proteine, können diese sehr unterschiedlich Aminosäuren-
Abfolgen und demzufolge auch unterschiedliche 3D-Strukturen aufweisen. Demnach existieren
mehrere Methoden der strukturellen Klassifizierung von Proteinen, um eine Systematik in die große
Datenmenge der Proteinstrukturen auf der PDB einzuführen. Die Protein Families Database (Pfam)
ist eine Datenbank von Proteinfamilie (PF), die durch manuelle und automatisierte Multi-Sequenz-
Alignments (MSA) und Annotationen von Proteinsequenzen, die im UniProtKB-Referenzproteomen
[36] enthalten sind, entwickelt wurden [37]. Sequenzähnlichkeiten, die durch den genannten An-
satz in einer Reihe von Proteinsequenzen identifiziert wurden, deuten auf evolutionäre Homologie
und eine gemeinsame evolutionäre Entwicklung hin, die voraussichtlich gemeinsame funktionelle
Eigenschaften hervorbringen wird. Dieses Prinzip bildet die Grundlage für die Definition einer PF.
Die Pfam konstruiert PF durch Gruppierung von Proteinregionen mit signifikanter Sequenzähnlich-
keit sowohl unter den Gruppenmitgliedern als auch zu Proteinen mit bekannter Funktion [38, 39].
Evolutionär verwandte PF werden zu Clans zusammengefasst [37]. Es werden mehr als 17.000 PF
die zu über 600 Clans zugehörig sind von der Pfam zu Verfügung gestellt [37]. Neben der Pfam
existieren noch weitere etablierte Datenbanken, die mit unterschiedlichen Methoden Proteine klas-
sifizieren. Dazu zählen unter anderem die Structural Classification of Proteins (SCOP) [40, 41] und
die Class Architecture Topology Homologous (CATH) [42]. Solche Methoden erleichtern strukturel-
le Vergleiche und liefern ein besseres Verständnis von Struktur und Funktion [43]. Die PDB [34, 35]
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enthält derzeit 35 Proteinstrukturen1, die E2 als Ligand binden. Diese Strukturen werden zu den
sechs nachfolgend beschriebenen PF innerhalb der Pfam klassifiziert [37].
2.1.1. Pfam-Klassifizierung der E2-bindenden Proteine
PF00054 (Laminin G Domain)
Zu den Eigenschaften dieser PF sind gehört unter anderem eine sphärische Form mit einem Durch-
messer von ca. 40 Å und eine Topologie, die von β-Strands dominiert wird und zwei α-Helices
beinhaltet. Diese topologische Anordnung besteht typischerweise aus zwei anti-parallelen β-Sheets
mit jeweils sieben β-Strands. Die β-Strands 1-4 und 11-14 sind in einer Jelly roll Faltung ange-
ordnet. Während die β-Strands 5-7 und 8-10 mit ihren unmittelbaren Nachbarn eine auf und
ab Topologie bilden. Eine konservierte Disulfidbrücke zwischen Cys-164 und Cys-188 ist in allen
G-Domänen vorhanden [44]. Aufgrund dieser Eigenschaften tragen Laminine zum Aufbau der
Basalmembran bei und bilden dabei den Hauptbestandteil der Strukturen, die die Zelldifferenzie-
rung, Migration und Adhäsion beeinflussen [45, 46]. Diese Proteine spielen auch eine wichtige
Rolle bei der Embryogenese, der Gefäßreifung und der neuromuskulären Entwicklung [47]. Wei-
terhin ist bekannt, dass Laminin die Etrogenentwicklung in humanen Brustkrebszellen hemmt [48].
In diese PF wurde die Proteinstruktur 1lhu-A aus dem Datensatz zugeordnet.
PF00104 (Ligand-binding domain of nuclear hormone receptor)
Bei der PF handelt es sich um die Ligand-bindende Domäne des Kernhormonrezeptors. Die Kern-
rezeptoren sind eine vielfältige Gruppe von verwandten Transkriptionsfaktoren. Zu diesen zählen
die Kernhormonrezeptoren, deren hormonelle Liganden bekannt sind, und Orphan-Rezeptoren,
deren Liganden noch unbekannt sind [49]. Kernhormonrezeptoren wandeln Signale um, die von
Glukokortikoiden, Mineralokortikoiden, Schilddrüsenhormonen, Cholecalciferol (Vitamin D3) und
Sexualsteroiden (Estrogen, Progesteron und Androgen) getragen werden [49]. Zu dieser PF gehört
unter anderem die konservierte Ligand-bindende Strukturdomäne. Die Ligand-bindende Domäne
ist in einer sphärischen Struktur angeordnet und hat in den meisten Kernrezeptoren ein konstantes
Grundgerüst, welches aus elf bis zwölf Helices besteht, die als anti-paralleles, dreischichtiges α-
Helikales Sandwich organisiert sind. In diesem Sandwich ist ein zentraler Kern von drei α-Helices
zwischen zwei weiteren Ebenen von Helices eingelagert. In allen Kernrezeptor-Strukturen befindet
sich der hydrophobe Ligand-bindende Hohlraum im Kern der Ligand-bindenden Domäne, was zu
einer Kontraktion der gesamten Struktur nach der Bindung des Liganden führt (holo-Struktur), ver-
glichen mit der apo-Struktur (kein gebundener Ligand). Die C-terminale Helix der Ligand-binden-
de Domäne (Helix 12) ist für die Ligand-abhängige Transkriptionsregulation unerlässlich und wird
als AF-2-Motiv (engl. activation function 2) bezeichnet [50, 51]. Die Estrogenrezeptoren (ER) sind
eines der am häufigsten erforschten Kernrezeptoren-Systeme, da sie an einer Vielzahl von biologi-
schen Reaktionen und humanpathogenen Krankheitsbildern beteiligt sind. Es wurde experimentell
nachgewiesen, dass ER mindestens 100 natürliche und synthetische Substanzen aus der Umwelt
binden können, darunter Pestizide (Organochlore), mehrere Diphenylderivate (einschließlich Bis-
phenole A und B), Phthalate und Parabene. Einige dieser Verbindungen wirken beim Menschen
und anderen Wirbeltieren als endokrine Disruptoren mit weitreichenden negativen Auswirkungen
1http://www.rcsb.org/ligand/EST, Datensatz vom August 2017
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auf die Gesundheit [52], einschließlich Krankheitsbildern wie Krebs [9]. Weiterhin wurde festge-
stellt, dass anthropogene Spurenstoffe mit hormonell störender Wirkung schädliche Auswirkungen
auf die ökologische Gesundheit der betroffenen Biotope haben [9].
PF00106 (A component of the short-chain dehydrogenases/reductases superfamily)
Die PF PF00106 ist ein Bestandteil der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktionssuperfamilie. Die-
se bilden eine große und vielfältige Superfamilie von Enzymen mit über 47.000 Mitgliedern, die in
allen Lebensbereichen vertreten sind. Davon wurden über 80 Proteine innerhalb des menschlichen
Organismus identifiziert [53]. Mitglieder dieser Superfamilie können aus einer, zwei oder vier Un-
tereinheiten bestehen sowie eine niedrige Sequenzidentität aufweisen, deren Werte zwischen 20%
und 30% liegen. Dennoch haben die Strukturen der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktions-
superfamilie die Rossmann-Faltungsdomäne gemeinsam. Diese wird von einem zentral liegenden
β-Sheet ausgebildet und setzt sich aus sechs bis sieben parallelen β-Strands, welche zwischen drei
α-Helices auf jeder Seite eingelagert sind [54, 55]. Diese konservierte Faltungsdomäne ist cha-
rakteristisch für die Bindung von Nicotinsäureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADP+). Diese
Domäne beinhaltet ein Sequenzmotiv (Tyr-Xaa3-Lys), welches für das katalytische Zentrum grund-
legend ist [55, 53]. Die katalytische Triade wird oft durch ein Ser zusammen mit Lys und Tyr aus
dem beschriebenen Motiv gebildet. Dieses Tyr ist die am stärksten konservierte Aminosäure inner-
halb der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktionssuperfamilie [56]. Tyr fungiert als katalytische
Aminosäure und dient dem Protonentransfer zwischen dem Lys und der Nicotinamid-Ribose, wäh-
rend das Ser das Substrat stabilisiert [56, 53]. Darüber hinaus ist das Sequenzmotiv Gly-Xaa3-
Gly-Xaa-Gly im N-Terminalbereich der Rossmann-Faltungsdomäne charakteristisch für die Struktur
des zentralen β-Sheets sowie für die NADP+-Bindung [56, 55]. Innerhalb dieser Faltungsdomäne
liegen der aktive und das strukturell stabile Faltungszentrum nahe beieinander, welches für struktu-
relle Stabilität verantwortlich ist, so dass für Katalyseprozesse notwendige räumliche Koordination
von elektrophilen und nucleophilen Gruppen erreicht werden kann [57].
PF00685 (A member of the sulfotransferase superfamily)
Bei der PF handelt es sich um Mitglieder der großen und sehr unterschiedlichen Sulfotransferase-
Superfamilie, die in allen Bereichen präsent sind, wo sie entweder als zytosolische oder membran-
gebundene Sulfotransferasen exprimiert werden [58, 59]. Sulfotransferasen sind lösliche Enzyme,
die sehr oft als Homodimere vorliegen, obwohl mindestens einer von ihnen als Monomer existiert
[58] Diese Enzyme akzeptieren als Substrate kleine organische Moleküle (Flavonoide, Steroide und
Xenobiotika), während membrangebundene Sulfotransferasen größere Moleküle (Proteine, Pepti-
de und Glykosaminoglykane) als Substrate akzeptieren [60, 59]. Auf der strukturellen Ebene teilen
sich sowohl zytosolischen und membrangebundenen Sulfotransferasen eine charakteristische ka-
talytische Kern- und 3’-Phosphoadenosin-5’-phosphosulfat (PAPS)-Bindungsstelle, die aus einem
fünfsträngigen, parallelen β-Sheet besteht. Dieser Kern wird auf beiden Seiten der α-Helices um-
geben [61]. Da Sulfotransferasen über ein sehr breites Spektrum an Substraten verfügen, sind ihre
biologischen Funktionen ebenso vielfältig. Es wird angenommen, dass zytosolische Sulfotransfera-
sen eine große Rolle beim Schutz vor Xenobiotika sowie bei der Regulierung der hormonellen
Funktion während der Entwicklung von Fötus, Neugeborenen und Säuglingen spielen. Dies ist
durch einen hohen Expressionsgrad in mehreren Organen während dieser Lebensphasen cha-
rakteristisch [59]. Derzeit ist die Relevanz von membrangebundene Sulfotransferasen in mehreren
biologischen Prozessen besser verstanden, wie z.B. dem Eintritt von Viren in Zellen, der Leukozy-
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tenadhäsion und der Beteiligung an Signaltransduktionsereignissen analog zu Kinasen [62].
PF07654 (immunoglobulin C1-set domain) and PF07686 (immunoglobulin V-set
domain)
Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie sind in allen Metazoa enthalten. Bei wirbellosen Or-
ganismen werden diese Proteine hauptsächlich im neuronalen System exprimiert, während sie
bei Wirbeltieren an einer Vielzahl von extrazellulären Erkennungssystemen beteiligt sind. Einige
Virus- und Prokaryoten-Arten exprimieren einige dieser Proteine. Dabei wird angenommen, dass
sie durch horizontalen Gentransfer erworben wurden [63]. Immunglobulin-Superfamilien wirken
als Zelloberflächen-Antigen-Rezeptoren auf B-Zellen und T-Zellen [64]. Nach Antigen-Stimulati-
on und terminaler Differenzierung zu Plasmazellen werden sie als lösliche Effektormoleküle, dem
sogenannten , abgesondert, die vor Infektionen und Fremd-Antigenen schützen [63]. Die Grund-
struktur eines Antikörpers besteht aus insgesamt vier Ketten, die durch Disulfidbindungen verbun-
den sind. Zu diesen zählen zwei identische Ketten mit höherem Molekulargewicht, die als schwere
Proteinketten (CH ) bezeichnet werden und zwei identische Ketten mit niedrigerem Molekularge-
wicht, die als leichte Proteinkette (CL) bezeichnet werden. Alle vier Ketten beinhalten mehrere
Domänen mit jeweils ca. 100 Aminosäuren, die als Immunglobulin-Domänen bezeichnen wer-
den [63]. Die Bindungsspezifität eines Antikörpers wird durch Regionen bereitgestellt, die sich an
den N-terminalen Domänen beider Ketten befinden und durch eine hypervariable Region ge-
kennzeichnet sind [64]. Diese Bereiche werden folgendermaßen bezeichnet: variable Domäne der
leichten Antikörperproteinkette (engl. variable domain of the antibody ligth chain) (VL) und va-
riable Domäne der schweren Antikörperproteinkette (engl. variable domain of the antibody heavy
chain) (VH ). Zusammen bilden VL und VH die Antigenbindungsstelle. Die anderen Bereiche bei-
der Proteinketten sind innerhalb der Antikörperklassen konserviert und werden daher als konstante
Domänen bezeichnet [64].
2.1.2. Ligand-Protein-Interaktionen
Proteine wechselwirken nicht-kovalent mit kleinen Molekülen über spezifische Ligand-bindende
Aminosäuren in zugänglichen Regionen, die energetisch günstige Kontakte unterstützen. Diese
Bindungsstellen sind typischerweise tiefe, konkave Regionen auf der Proteinoberfläche, auch als
Taschen bezeichnet [65, 66]. Die Definition einer Bindungsstelle ist oft kontextabhängig. Diese
kann als die Menge der Aminosäuren oder Atome innerhalb eines bestimmten Radius um den
Liganden definiert werden. Es kann auch als allein die Menge der interagierenden Proteinatome,
teilweise auch einschließlich Wasseratome und Kofaktoren wie Ionen, definiert werden [67]. Damit
nicht-kovalente Ligand-Protein-Interaktionen spontan stattfinden können, muss der Bindungspro-
zess mit einer negativen Veränderung der freien Energie (ΔG) verbunden sein [68]. ΔG ergibt
sich aus der Summe eines enthalpischen Term ΔH und eines entropischen Terms -TΔS. Dabei
stellt ΔH die Enthalpieänderung der Reaktion, T die Temperatur und ΔS als Entropieänderung
des Systems dar [68]. Die Zusammensetzung und geometrische Struktur einer Bindungsstelle be-
stimmt die Größe und Form möglicher Liganden, die sich physikalisch in die Tasche einfügen und
spezifische Wechselwirkungen mit ihrer Oberfläche ausbilden können. Dieser Vorgang wurde als
Schlüssel-Schloss-Prinzip definiert und beschreibt die Selektivität und Affinität von Liganden und
ihren jeweiligen Targets, den biologischen Makromolekülen, die spezifisch mit einem Liganden
interagieren [69]. Dieses Prinzip setzt jedoch starre Strukturen der Wechselwirkungspartner voraus.
Die Targetstruktur bleibt während des Bindungsprozesses in der Regel nicht rigide, da die meisten
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Liganden in Bindung an sich eine Konformationsänderung induzieren. Dieses Prinzip der dynami-
schen Anpassung wird als Induced-Fit-Theorie bezeichnet [69]. Die Anzahl, Art und geometrische
Anordnung der spezifischen Wechselwirkungen von Ligand-bindenden Aminosäuren innerhalb ei-
ner Targetstruktur, gilt es zu identifizieren, um die Rolle und Funktion eines Proteins zu verstehen.
Dieses Wissen ist entscheidend für eine Vielzahl von Studien, wie Nachahmung der Bindungs-
motive für die molekulare Erkennung mit künstlichen Rezeptoren [70], Wirkstoffforschung (engl.
drug discovery) [71] und Optimierung von Leitsubstanzen [65, 66]. Darüber hinaus ist es eben-
falls erforderlich, konservierte Ligand-Protein-Interaktionen zu identifizieren, um die Erkennung
von Ähnlichkeiten zwischen entfernt verwandten Bindungsstellen zu ermöglichen [67]. Nicht-ko-
valente Wechselwirkungen sind der Schlüssel zum Verständnis vieler chemischer und biologischer
Fragestellungen [72]. Demzufolge ist auch deren Beschreibung essentiell [72, 67].
H-Brücken gelten als die relevanteste und spezifischste der nicht-kovalenten Wechselwirkungen
in biologischen Erkennungsprozessen [68], wobei jede weitere H-Brücke die Bindungsaffinität um
eine Größenordnung erhöht [67]. Diese Art von Bindung wird zwischen einer Donor- und einer
Akzeptorgruppe hergestellt. Die Donorgruppe weist eine polare kovalente Bindung auf, die es ihr
ermöglicht, ein positives Ende in Form eines Wasserstoffatoms zu bilden. Die Akzeptorgruppe weist
hingegen eine hohe Elektronendichte und damit eine negative Ladung auf. Typische Abstände zwi-
schen Donor- und Akzeptorgruppe von H-Brücken liegen zwischen 1,7 und 2,4 Å, mit Winkeln
zwischen 170◦ und 150◦. Bei schwachen H-Brücken sind diese Kriterien erweitert. Die Energie-
werte für starke H-Brücken liegen üblicherweise zwischen 10 und 40 kJ·mol−1, während sie bei
schwachen H-Brücken niedriger sind, mit Werten zwischen 6,28 und 9,20 kJ·mol−1 [67].
Wasservermittelte H-Brücken sind für molekulare Erkennung notwendig, da Wassermoleküle
als Wasserstoffdonator und -akzeptor die Bindungsanpassungsfähigkeit erhöhen. Darüber hinaus
ermöglichen sie eine gesteigerte Ausbildung von mehr indirekten H-Brücken zwischen Ligand und
Protein, die zum gesamten enthalpischen Gewinn beitragen [67]. Wassermoleküle die während
des Ligandbindungsprozesses nicht verschoben werden, nehmen eine wichtige Rolle im Bindungs-
prozess ein und werden als Strukturwasser bezeichnet [68].
π-π-Wechselwirkungen sind Interaktionen, bei der die π-Systeme zweier aromatischer Ringe
über van der Waals, elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen miteinander interagie-
ren. π-π-Wechselwirkungen sind für Proteine omnipräsent, da die aromatischen Aminosäuren wie
Phe, His, Tyr und Trp die aromatische Seitenkette in die Bindungsstelle zugewandt sind. Die in-
teragierenden aromatischen Ringverbindungen sind parallel (P-förmig) oder senkrecht (T-förmig)
zueinander angeordnet. Die Abstände werden von 4,5 bis 7,0 Å und die Winkel zwischen 30◦
und 90◦ definiert. Die Wechselwirkungsenergien beträgt zwischen ca. 8 kJ·mol−1 (P-Form) und
ca. 11 kJ·mol−1 (T-Form). Innerhalb von Proteinen werden P-förmige π-π-Wechselwirkungen häu-
figer identifiziert als T-förmige, wobei die Häufigkeiten mit 20,4% bzw. 14,2% angegeben werden
[68, 67].
Hydrophobe Wechselwirkungen zeichnen sich durch den hydrophoben Effekt aus, bei dem ein
hydrophob gelöster Stoff die Struktur des Wassers stört und eine Neuordnung der Wassermoleküle
um den gelösten Stoff bewirkt. Die Aggregation hydrophober Moleküle reduziert ihre wasser-
zugängliche Oberfläche, wobei Wassermoleküle eine Hülle um die zusammengesetzten gelösten
Stoffe bilden. Dies wiederum ermöglicht die Freisetzung von Wassermolekülen aus der Grenzfläche
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zwischen gelöstem Wasser und noch gebundenen Wasser, was zu einem enthalpischen Gewinn
führt [67]. Weithin sind hydrophobe Wechselwirkungen das Produkt enthropischer Veränderungen
und nicht durch Anziehungskräften induziert, wodurch keine klaren Geometrien identifiziert wer-
den können. Dennoch kann ein Distanzgrenzwert von 4 Å als Nachweisgrenze für die Detektion
hydrophober Wechselwirkungen zwischen hydrophoben Atomen angenommen werden [67].
Neben den vier beschrieben Interaktionstypen existieren noch weitere Arten von Wechselwirkung
die hier nur aufgelistet werden. Zu diesen gehören die Kation-π Wechselwirkungen, Halogenbin-
dung und Salzbrücken [67].
2.2. Aptamere
Aptamere sind kurze einzelsträngige Oligonukleotide von 12-80 Basen Länge [14]. Die Oligonu-
kleotide können aus reiner einzelsträngigen DNA (engl. single stranded DNA, Abk. ssDNA) oder
aus RNA-Molekülen oder einem Analogon dieser Nukleinsäuren, wie beispielsweise PNA, beste-
hen [73, 74]. Aptamere falten sich in eine komplexe 3D-Struktur [14]. Diese Strukturen setzen
sind aus helikalen und verschiedenen Arten von Schleifen (engl. loops) wie Hairpin Loop (HL)
(oder auch hairpins), inneren Schleifen (engl. inner loops) und Verknüpfungen zusammen, wel-
che die Verzweigung der Struktur ermöglichen. Durch die ausgebildete Struktur ist das Aptamer in
der Lage, Liganden spezifisch zu binden [75]. Die Bindung des Zielmoleküls durch das Aptamer
wird unter anderem über den Induced-Fit Bindungsmechanismus ausgelöst, der erstmals durch
KOSHLAND im Jahr 1958 publiziert wurde [76]. Der Induced-Fit-Prozess einigt die Ligand-Bindung
am Aptamer und die darauf folgende konformationelle Änderung des Aptamer oder die Kon-
formationsänderung des gebundenen Liganden [77]. Neben dem Induced-Fit existieren jedoch
noch weitere Bindungsprozesse, die in der Literatur diskutiert werden [78, 79, 80]. Die Anbindung
des Liganden an das Aptamer erfolgt über H-Brücken, Stacking-Interactions sowie elektrostati-
sche Wechselwirkungen [81, 82]. Bei den Stacking-Interactions, die auch als π-π-Wechselwir-
kungen bezeichnet werden, handelt es sich bei aromatischen Ringstrukturen um Stapelkräfte die
durch Elektronenwechselwirkung mit benachbarten Basen entstehen [83]. Unter elektrostatischen
Wechselwirkungen werden die Ionen-Dipol- und die Dipol-Dipol-Wechselwirkung (van der Waals-
Bindung) zusammengefasst. Aptamere stellen eine vielversprechende Alternative zu Antikörpern
dar, bezüglich ihrer Fähigkeit, bioaktive Moleküle zu detektieren, zu binden und zu beeinflussen.
Aptamere sind gegenüber Antikörpern, chemisch synthetisierte kleine Moleküle, schneller herzu-
stellen, kostengünstig und weniger immunogen. Sie sind gleichermaßen für die Detektion oder
Inaktivierung von Zielmolekülen einsetzbar [14]. Die kurzen, einzelsträngigen Oligonukleotide
sind in der Lage, hochspezifisch an eine Vielzahl von möglichen Zielmolekülen zu binden [75].
Die spezifischen Aptamere werden mittels in vitro Selektionsverfahren, der so genannten Syste-
matic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment (SELEX)-Technologie isoliert [84, 14]. Diese
Methode basiert auf dem Prinzip der selektiven Erkennung von Zielstrukturen, vermittelt durch
die 3D Form der einzelsträngigen Nukleinsäuren. Die Grundlage für diesen Prozess bildet eine
kombinatorische randomisierte Molekülbibliothek mit mehr als 1015 synthetisierten einzelsträngi-
gen Nukleinsäuresequenzen [85]. Im Molekülpool können RNA und ssDNA enthalten sein. Damit
für jedes Zielmolekül ein Aptamer selektiert werden kann, werden die randomisierten Oligonu-
kleotide einem Selektionsprozess, in Anwesenheit des Zielmoleküls unterzogen. Daraus ergibt sich
die Separierung in funktionelle und nicht funktionelle Oligonukleotid-Sequenzen. Aptamere, die
eine Bindung mit dem Zielmolekül eingegangen sind, werden amplifiziert und in den iterativen
Zyklus integriert. Die Runden werden mehrmals durchlaufen, bis die spezifischen Sequenzen mit
den höchsten Affinitäten zum Zielmolekül bekannt sind [86]. Die Einsatzgebiete der Aptamere
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sind vielseitig. Aptamere besitzen eine hohe Affinität und Spezifität für verschiedene molekulare
Targets, wie kleine Moleküle [87, 25], Proteine [88, 89], Nukleinsäuren, sogar Zellen und Orga-
nismen [90, 91, 92]. Weiterhin können sie leicht mit verschiedenen Arten von Farbstoffen oder
Reportermolekülen modifiziert werden, mit minimaler Auswirkung auf die Bindungseigenschaften
zu ihren Liganden, was ihre Integration in verschiedene Biosensorik- und Therapieplattformen er-
möglicht [93, 94]. Speziell ssDNA und RNA Aptamer binden organische Liganden (Theophyllin,
Dopamin [95, 96]), Aminosäuren (Arginin, Valin [97, 96]), biologische Kofaktoren Adenosin-
monophosphat (AMP), Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) [98, 99]), Antibiotika (Streptomycin,
Tetracycline [100, 96, 92]), Hormone (Thyreotropin, E2 [101, 102]) und einen wesentlichen Be-
standteil der Polycarbonate (Bisphenol A [91]). Auf Grund der geringen Größe, der chemischen
Stabilität und dem niedrigen Kostenaufwand der Aptamere, bieten sie sich im Einsatz bei Biosen-
soren (Aptasensors) und Bioassy Methoden an [103]. Weitere Anwendungen finden sich auf den
Gebieten molekularer Diagnostik [104, 105], analytischer Detektion [106, 107], Therapeutika
[108], Drug Delivery Vehicles [109], intrazelluläre Bildgebung [110, 111], Genregulation [112]
und zellbasierte Konstruktionen [113]. Die spezifischen Bedingungen jeder Auswahl können an
die endgültige Aptamer-Anwendung angepasst werden, wodurch die Eigenschaften der Aptamere
bei Bedarf geändert werden können. Darüber hinaus können Aptamere gegen toxische Ziele oder
unter unphysiologischen Bedingungen sowie gegen Moleküle ausgewählt werden, die keine Im-
munantwort auslösen [114]. Bis auf die beiden Aptamere mit den 35 und 22 Basen, wurden von
keinem Aptamer die potentiellen Bindungsstellen experimentell in in vitro- oder in silico-Studien
untersucht. Allgemein existieren von keiner dieser Aptamere 3D-Strukturinformationen, welche für
diese Identifizierung der Bindungsstelle notwendig sind.
2.2.1. E2-spezifische Aptamere
Bisher wurden neuen verschiedene E2-spezifische Aptamere veröffentlicht (Tabelle 2.1). Das erste
Aptamer wurde 2007 von KIM ET AL. mit einer gemessenen Dissoziationskonstante (Kd) von 0,13
μM veröffentlicht [102]. Dieser Aptamer wurde in einer Reihe von verschiedenen Messplattformen
für optische [115], fluoreszierende [116], farbmetrische [117] oder elektrochemische Erkennung
[102, 118, 119, 120] eingesetzt. Jede dieser Messplattformen wurde für den Nachweis der femto-
molaren (fM) Konzentrationen von E2 eingesetzt. Außerdem wiesen diese Messplattformen auch
in natürlichen Gewässern eine gute Bindungsaffinität zu E2 auf. Das zweite Aptamer, das über die
Bindung von E2 veröffentlicht wurde, konnte 2012 von YANG ET AL. erforscht werden [121]. Zu
diesem Aptamer wurde jedoch kein Kd-Wert angegeben. Im Jahr 2014 veröffentlichten LIU ET AL.
zwei Aptamere, die aus dem von KIM ET AL. [102] beschriebenen Aptamer abgeleitet wurden. Die
Autoren beschrieben das erste Aptamer P1, bestehend aus den Basen G1 bis A33, als 33-mer
und das zweite Aptamer P2, aus den Basen von G34 bis C67, als 47-mer. Auch in dieser Studie
wurden keine Kd-Werte für die Bindung von E2 angegeben. VANSCHOENBEEK ET AL. berichteten
2014 über die Auswahl von Aptameren, die sich für die Bindung der verschiedenen funktionellen
Gruppen von E2 eignen [122]. 2015 berichteten AKKI ET AL. über Aptamere, die in der Lage
waren, selektiv zwischen den strukturell ähnlichen Estrogenen E2 und dem künstlichen Derivat EE2
in natürlichen Gewässern zu unterscheiden [123]. Für die zwei E2-spezifischen Aptamere wurden
die Kd-Werte von 0,60 μM für das E2Apt1 und 0,56 μM für das E2Apt2 angegeben. Weiter-
hin wurde durch ALSAGER ET AL. im Jahr 2015 ein weiteres E2-spezifisches Aptamer mit einem
Kd-Wert von 0,025 μM veröffentlicht [25]. Dieses Aptamer wurde von den Autoren so optimiert,
dass die 5’- und 3’-Enden, die für die Ankoppelung der Primer-Moleküle zur Verfügung stehen,
entfernt wurden. Anschließend wurde für dieses Aptamer, welches sich statt 75 noch aus 35 Ba-
sen zusammensetzt, wieder die Bindungsaffinität gegen E2 mit Kd-Wert von 0,014 μM bestimmt.
Eine weitere Verkürzung auf 22 Basen Länge ergaben sogar einen noch niedrigeren Kd-Wert von
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0,011 μM, war jedoch für die Immobilisierung auf ein Trägermaterial ungeeignet, da es kein frei-
es 5’- oder 3’-Ende hatte [25]. HILDER UND HODGKISS analysierten die Bindungsbasen für ein
E2-spezifisches Aptamer und anderen Aptameren [124]. Der Bindungsmechanismus wurde mit
dem 22-mer [25] und anderen entwickelten Aptameren mit Hilfe von MD-Simulationen untersucht
[124]. Eine detaillierte Analyse der Wechselwirkungen zwischen dem E2 und eines dieser Aptamer
wurden jedoch nicht durchgeführt. Erstmalig wurde eine detaillierte Interaktionsanalyse von den
Autoren EISOLD AND LABUDDE an dem 35-mer durchgeführt [19] und werden in dieser Arbeit
vertieft vorgestellt.
Tabelle 2.1.: Auflistung aller neun existierenden E2 spezifischen Aptamere. Die Einträge sind nach Datum in aufstei-
gender Reihenfolge angegeben. Dargestellt wird der Name, die Länge der Sequenz, Sequenz in 5’-3’ Richtung, der
GC-Gehalt, die berechnete Schmelztemperatur (Tm) in ◦C nach [125] und die gemessene Dissoziationskonstante (Kd)
zwischen dem Aptamer und dem E2-Liganden in μM. Weiterhin wird das relative Auftreten der Basen in der Reihenfolge
A (blau), T (orange), G (rot) und C (grün) als Säulendiagramm in der GC-Gehalt-Spalte dargestellt.











57,44 73,85 N/A [121]
3 P1 33-mer
GCTTCCAGCTTATTGAATTA


















58,24 81,58 0,56 ± 0,10





48,00 77,02 0,025 ± 0,0025
8 35-mer aptamer 35-mer
AAGGGATGCCGTTTGGGCCC
AAGTTCGGCATAGTG 57,14 69,26 0,014 ± 0,002 [25]
9 22-mer aptamer 22-mer
GCCGTTTGGGCCCAAGTTCG
GC 68,18 61,15 0,011 ± 0,001
 in dieser Forschungsarbeit verwendetes E2-spezifisches Aptamer
2.2.2. PNA-Aptamere
PNAs sind künstliche DNAs mit einem ungeladenen pseudopeptid Rückgrat (Abbildung 2.1). Im
Jahr 1991 wurde das erste Mal die PNA durch NIELSEN ET AL. beschrieben [33]. Das Zucker-
Phos-phat-Rückgrat ist vollständig durch das Polyamid-Rückgrat ersetzt. Das Rückgrat der PNA
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setzt sich aus 2-(Aminoethyl)glycin Einheiten zusammen, die Nukleobasen Adenin (A), Cytosin
(C), Guanin (G), Thymin (T), Uracil (U) sind jeweils über ein Ethenon mit dem Rückgrat kovalent
gebunden [33]. Bereits 1987 wurde durch WESTHEIMER vorgeschlagen, 2-(Aminoethyl)glycin als
Alternative zum Zucker-Phosphat-Rückgrat einzusetzen [126]. Die ursprüngliche Idee der PNA war
die Triplex-Struktur-Ausbildung mit Doppelstrang DNA (dsDNA) [33]. Neben den Watson-Crick-
Paarungen können Basen an der Außenseite der Doppelhelix durch H-Brücken binden. Diese Ba-
senpaarungen werden als Hoogsteen-Basenpaarungen bezeichnet und sind ebenfalls spezifisch
[127]. Ein weiterer dsDNA kann innerhalb der großen Furche einer DNA-Doppelhelix binden. Da-
durch entsteht die DNA-Triplex-Struktur (H-DNA). Besonders stabile Bindungen resultieren durch
ein G, gebunden an ein GC-Paar (G·G-C Triplex) sowie durch ein T, gebunden an ein AT-Paar
(T·A-T Triplex) [128]. PNA Oligomere können sehr stabile Duplexstrukturen mit komplementä-
ren DNA, RNA (oder PNA) Oligomeren ausbilden (Watson-Crick Basenpaarung). Pyrimidinreiche
PNAs bevorzugen die Ausbildung der starren Tripelhelix der Form PNA-DNA·PNA [129]. Die PNAs
werden als molekulare Werkzeuge für Grundlagenforschung in Biologie, Biotechnologie und mo-
lekulartechnische Verfahren sowie therapeutische und diagnostische Reagenzien zur Behandlung
und Erkennung von Erbkrankheiten eingesetzt [130, 131]. PNA eignet sich auf Grund ihrer star-
ken Bindungsaffinität, Sequenz-Selektivität zu DNA/RNA und wegen ihrer Resistenz gegen die
Degradation durch Proteasen und Nukleasen [15]. Weiterhin ist die PNA wertvoll, da diese durch
einfache Synthese über Fluorenylmethoxycarbonyl vermittelte Synthese [132] hergestellt werden
kann und eine hohe thermische Stabilitäten [133] aufweist. Das ladungsneutrale Rückgrat bringt
viele Vorteile mit sich, führt jedoch auch zur mäßigen Wasserlöslichkeit [20]. In Verfahren die in
vitro durchgeführt werden, ist die geringe Wasserlöslichkeit unproblematisch. Anwendungen, die
hohe PNA Konzentrationen benötigen, ist diese Eigenschaft hinderlich und die Handhabung wird
erschwert. Bei der Entwicklung von Microarrays und Oberflächen gebundene Anwendungen, stell-
te sich heraus, dass PNAs sich anhäufen und auf der Oberfläche kollabieren, wodurch schwache
und unspezifische Bindungen zustande kommen [134, 135].
Abbildung 2.1.: Skelettformel der chemischen DNA- und PNA-Struktur als monomere Einheit.
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2.3. Molekulardynamische Simulation
Ein Ziel dieser Arbeit ist es, die molekulare Dynamik von Aptameren und den Ligand-Aptamer-
Komplex zu beschreiben. Dazu wird beobachtet wie sich die Struktur und Eigenschaften der Ap-
tamere im atomaren Detail über die Zeit entwickeln. Aptamere bestehen typischerweise aus meh-
reren zehn bis 80 Nukleotide, die sich auf Tausende von Atomen belaufen, und weisen eine
Dynamik auf, die von Bindungsschwingungen im Femtosekundenbereich bis hin zu großflächigen
Konformationsänderungen innerhalb von Mikrosekunden oder noch langsamer reicht. Die ein-
zige etablierte Simulationsmethode, die die hohe Komplexität von biologischen Makrostrukturen
bewältigen und dennoch relevante Zeitskalen bewerten kann, sind MD-Simulationen. Biomolekü-
le und ihre Wechselwirkungen unterliegen einer hohen Dynamik und ihre Bewegungen sind oft
entscheidend für ihre Funktion. MD-Simulationen können diese dynamischen Bewegungen und
Wechselwirkungen von Makromolekülen mit atomarer Auflösung untersuchen. Dieser Abschnitt
beschreibt kurz die Prinzipien und Annäherungen, auf denen MD-Simulationen basieren. Es hebt
insbesondere die Aspekte der MD-Simulationen vor, die von besonderem Interesse für diese Arbeit
waren, ohne den Versuch umfassend zu sein. Für eine umfassende Beschreibung von MD wird auf
eine jüngst veröffentlichte Rezension [136] und relevante Lehrbücher [137, 138] verwiesen.
Die MD-Simulation ist eine Technik, die eine atomistische Beschreibung eines klassischen Mehr-
körpersystems ermöglicht. Der Begriff klassisch bedeutet, dass die Bewegungen der Teilchen der
untersuchten Systeme den klassischen Mechanikgesetzen unterliegen. Dies ist eine Annäherung,
die es ermöglicht verschiedene biomolekulare Prozesse zu untersuchen. Ziel einer atomistischen
Simulation ist es, die Bewegung jedes Atoms in einem System mit N-Teilchen vorherzusagen. Aus
der Kenntnis der atomaren Positionen zu verschiedenen Zeitpunkten ist es möglich, die Zeitent-
wicklung der Teilchen nachzuvollziehen. Das kollektive Verhalten der Atome ermöglicht es, meh-
rere verschiedene Phänomene zu beobachten und zu verstehen. Die klassische Ganzatom-MD
basiert auf zwei Säulen. Erstens, die Bewegung der Atome werden durch das zweite Gesetz von
Newton beschrieben (Gleichung 2.1). Zweitens werden die Atome im System durch ein Kraftfeld
beschrieben (Kapitel 2.4). Im zweiten Gesetz des Newtons (Gleichung 2.1) ist die Kraft F für ein
Atom i zum Zeitpunkt t gleich seiner Masse m und seiner Beschleunigung a. Dies entspricht der
empirischen Potential-Energiefunktion V , die durch das Kraftfeld beschrieben wird:
Fi(t) = miai(t) = −δV (x(t))
δxi(t)
(2.1)
demnach wird die Bewegung eines Atoms entlang einer Koordinate xi beschrieben, wobei Fi die
Kraft ist, die auf das Atom in dieser Richtung einwirkt. Wenn die potentielle Energie des Systems
bekannt ist, kann unter Berücksichtigung der Koordinaten einer Startstruktur und einer Reihe von
Geschwindigkeiten die auf jedes Atom wirkende Kraft berechnet und ein neuer Satz von Koor-
dinaten erzeugt werden, aus denen neue Kräfte berechnet werden können. Die Wiederholung
des Verfahrens wird eine Trajektorie erzeugen, die der Entwicklung des Systems in der Zeit ent-
spricht. Die Genauigkeit der Simulationen steht in direktem Zusammenhang mit der potenziellen
Energiefunktion, mit der die Wechselwirkungen zwischen den Teilchen beschrieben werden. In der
Molekulardynamik wird eine klassische Potentialenergiefunktion verwendet, die als Funktion der
Koordinaten jedes der Atome definiert ist. Die potenzielle Energiefunktion wird in Begriffe unterteilt,
die kovalente und nicht-kovalente Wechselwirkungen darstellen (Kapitel 2.4).
Um die Verknüpfung der in dieser Arbeit verwendeten und angewandten Disziplinen zu Skizzie-
ren, wird der zeitliche Verlauf in Abbildung 2.2 dargestellt. Erstmals wurde dieses Verfahren im
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Jahr 1959 von ALDER AND WAINWRIGHT publiziert, mit dem es möglich war, das Verhalten von
mehreren hundert interagierenden klassischen Teilchen genau zu berechnen [28]. Damit war der
Grundstein für die Simulationen von biologischen Systemen gelegt. 1990 wurden RNA-Moleküle
beschrieben, die in der Lage waren, spezifisch an eine Vielzahl von organischen Farbstoffen zu-
binden. RNA-Moleküle wurden aus einer randomisierten Bibliothek isoliert. Weiterhin wurde fest-
gestellt, dass sich bei der RNA-Faltung eine spezifische Bindungsstelle für kleine Liganden bildet
[14]. Im darauffolgenden Jahr wurde zwei 16S- und 23S-Ribosomen spezifische Hairpin-Regio-
nen innerhalb einer Einzelstrang-RNA-untersucht. Um die beiden Kernspinresonanz Strukturen zu
optimieren wurde eine Molekulardynamik mit der Simulationssoftware Assisted Model Building
with Energy Refinement (AMBER) durchgeführt [139]. Auch die Entwicklung des künstlichen DNA
anologons der PNA wurde im selben Jahr vorangetrieben. Das Akronym PNA wurde in dieser
Publikation als Polyamid-Nukleinsäure (engl. polyamide nucleic acid) deklariert. NIELSEN ET AL.
beschrieben wie sie anhand eines Computermodells das Rückgrat der DNA gelöst und durch
ein achirales Polyamid-Rückgrat ersetzten. Weithin konnten sie nachweisen, dass das resultieren-
de PNA-Oligomer die basenspezifische Hybridisierung mit dem komplementären DNA-Oligomer
beibehielt [33]. Erstmals wurde mittels einer DNA/PNA-Chimäre die Bindung eines Liganden ge-
testet und das Ergebnis mit Bindung an der natürlichen Doppelstrang-DNA verglichen. WITTUNG
ET AL. beschreiben eine verringerte Bindungsaffinität des Liganden innerhalb der DNA/PNA-Struk-
tur und begründeten diese durch einer geringeren inter-nukleotide Abstoßung oder aufgrund einer
verminderten Flexibilität des PNA-Rückgrats [140]. Sieben Jahre nach Entwicklung der PNA wurde
1998 eine molekulare Modellierungs- und MD-Simulationsstudien an einem Homo- und Hetero-
duplex mit PNA in wässriger Lösung durchgeführt. Dabei stand die Untersuchung der strukturellen
Dynamik von vier verschieden System und dessen Vergleich im Vordergrund. Die System PNA-
PNA-Duplex, PNA-PNA antiparalleler Duplex, PNA-DNA paralleler Duplex und DNA-DNA-Du-
plex wurden in unabhängigen Simulationen von maximal 1,15 ns Simulationszeit durchgeführt.
Die gewonnen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die komplementären Basen und ein homo-
morphes Rückgrat zur DNA ausreichen, damit eine stabile Doppelhelix aufrechterhalten bleibt
[141].
Abbildung 2.2.: Überblick über die zeitliche Entwicklung und Vereinigung der unterschiedlichen Disziplinen: Moleku-
lardynamische Simulation, Aptamere und PNA.
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2.4. Kraftfelder
Ein Kraftfeld bezieht sich auf einen Satz von Parametern und Gleichungen für die Molekularmecha-
nik, um die potenzielle Energie eines Systems von Partikeln zu beschreiben. Kraftfeldfunktionen und
Parametersätze werden entweder durch Anpassung an experimentelle Daten oder durch ab initio
quantenmechanische Berechnungen auf hohem Niveau abgeleitet. Ein Ganzatom-Kraftfeld bein-
haltet die explizite Darstellung aller Atome, einschließlich unpolarer Wasserstoffatome. Alternativ
beinhalten einige Kraftfelder vereinte Atome, in denen beispielsweise unpolare Wasserstoffatome
zusammen mit dem Kohlenstoffatom, an das sie gebunden sind, behandelt werden. Im Laufe der
Jahre wurden gut definierte und parametrisierte Kraftfelder für kleine organische Moleküle sowie
Biomoleküle entwickelt. Die am häufigsten verwendeten Kraftfelder sind AMBER [142], Chemistry
at Harvard Macromolecular Mechanics (CHARMM) [143], Groningen Molecular Simulation Pro-
gram Package (GROMOS) [144] und Optimized Potentials for Liquid Simulations (OPLS) [145].
In dieser Arbeit wurde das AMBER 99 [146] für die DNA-Aptamer MD-Simulationen verwendet.
Um die Bewegungsgleichungen der Atome numerisch zu lösen, müssen die Kräfte berechnet wer-
den, die auf die Atome wirken. Die Kräfte werden in der Regel von einer potentiellen Energie
VGesamt abgeleitet. Die potenzielle Energiefunktion, auch Kraftfeld genannt, die in den meisten
der etablierten molekularen Simulationsprogramme für biologische Systeme verwendet wird, setzt
sich aus folgenden Termen zusammen:
VGesamt = VBindungsdistanz + VWinkel + VTorsionswinkel︸ ︷︷ ︸
Atome kovalent verbunden
+ VLJ + Velect︸ ︷︷ ︸
Atome nicht-kovalent verbunden
(2.2)
Dabei setzt sich die Energiefunktion aus fünf Termen zusammen, die sich in Vkovalent verbunden und
Vnicht-kovalent verbunden separieren werden. Der Beitrag der Vnicht-kovalent verbunden beinhaltet zum einen
die van der Waals-Kräfte, also Kurzstrecken-Wechselwirkungen zwischen allen Atompaaren im
System. Diese werden durch das Lennard-Jones-Potential VLJ beschrieben. Der zweite Term bein-
haltet die elektrostatischen Kräfte Velect, Wechselwirkungen zwischen allen Atompaaren, die mit
der Entfernung langsam abfallen. Für nahegelegene Atompaare werden elektrostatische Wech-
selwirkungen explizit berechnet. Die weitreichenden elektrostatischen Wechselwirkungen werden
jedoch mit Näherungsverfahren berechnet, um die Berechnungen zu beschleunigen. Die Kraft-
feldparameter werden für jedes Kraftfeld spezifisch festgelegt und bleiben während der gesamte
Simulation konstant. Bindungsstreckung und Winkelbiegung werden beide durch harmonische Po-
tentiale beschrieben und berücksichtigen alle Wechselwirkungen zwischen kovalent gebundenen








kθ(θ − θeq)2 (2.4)
wobei req und θeq sich auf Gleichgewichtsbindungslängen und -winkel beziehen, kr und kθ sind
die Schwingungskonstanten (Kraftkonstanten). Die Gleichgewichtswerte der Bindungs- und Win-
kelparameter werden in der Regel aus Strukturdatenbanken abgeleitet, während die Kraftkonstan-
ten aus der Infrarotspektroskopie stammen. Der Term des Torsionswinkels wird verwendet, um
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Wechselwirkungen zwischen Paaren von (1-4) Atomen zu modellieren und beschreibt die Energie,






Vr(1 + cos(nϕ− γ)) (2.5)
wobei ϕ der Torsionswinkel, γ der Phasenwinkel und Vr die Kraftkonstante repräsentieren. Die
dihedralen Parameter werden an kleinen Modellverbindungen kalibriert und mit den berechneten
Energien mit denen, die durch quantenchemische Berechnungen erhalten wurden, verglichen. Bei
den nicht-kovalent gebundenen Atomen wird das van der Waals-Potenzial durch ein Lennard-
Jones-Potential beschrieben, welches einen anziehenden und einen abstoßenden Term enthält.
Kräfte, die zu Abweichungen vom idealen Gasverhalten führen, werden als van der Waals-Kräfte
bezeichnet. Solche Kräfte haben einen anziehenden Effekt durch dispersive Kräfte auf große Ent-
fernungen und einen abstoßenden Effekt auf kurze Entfernungen. Die bekannteste Funktion zur















wobei rij der Abstand zwischen den beiden Atomen i und j ist. εij und σij definieren die Tiefe
und Position des potentiellen Minimums. Die elektrostatische Wechselwirkung zwischen atomaren







wobei, ε0 ist die elektrische Feldkonstante, rij ist der Atomabstand und qi sowie qj ist die Partial-
ladung der betrachteten Atome. In diesem Modell werden den Atommittelpunkten Ladungen zu-
geordnet, um dem aus quantenchemischen Berechnungen abgeleiteten elektrostatischen Potential
für eine Reihe kleiner repräsentativer Moleküle zu entsprechen. Van der Waals und elektrostatische
Potentiale werden zwischen Atomen berechnet, die zu verschiedenen Molekülen gehören, oder für
Atome im gleichen Molekül, die sich durch mindestens drei Bindungen unterscheiden. Im Prinzip
wird davon ausgegangen, dass die nicht gebundene Wechselwirkung über alle Atome im System
berechnet wird und dass sie der rechenaufwendigste Teil einer MD-Berechnung ist. In der Praxis
ist die Anzahl der Wechselwirkungen jedoch durch einen vordefinierten Cutoff-Abstand begrenzt,
so dass die nicht gebundene Interaktion nur zwischen Atomen berechnet wird, die durch einen
Abstand getrennt sind, der nicht größer als der Cutoff ist. In Abbildung 2.3 sind die etablierten
Kraftfeldwechselwirkungen schematisch dargestellt.
Es wurden zahlreiche Kraftfelder entwickelt, die sich in der Parametrisierung unterscheiden. Die ge-
nauen Funktionsformen und individuellen Parameter variieren zwischen den verschiedenen Kraft-
feldern und können vom allgemeineren Gleichung 2.2 abweichen. Wie bereits erwähnt wurde
in dieser Arbeit das AMBER 99 [146] verwendet. Dieses Kraftfeld enthält einen großen Satz von
Parametern, die in der Regel durch mehrdimensionale Anpassung an experimentelle Daten und
an die Ergebnisse quantenmechanischer Berechnungen bestimmt wurden.
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Abbildung 2.3.: Schematische Darstellung der etablierten Kraftfeldwechselwirkungen. Kovalente Bindungen werden
durch durchgezogene Linien dargestellt: r repräsentiert die Bindungsstreckung, θ die Winkelbiegung, ϕ den Torsions-
winkel. Die nicht-kovalente Wechselwirkung wird durch eine gestrichelte Linie dargestellt: ri und rj repräsentieren den
Atomabstand beim Lennard-Jones-Potential, qi und qj repräsentieren Partialladung der betrachteten Atome.
Das Kraftfeld AMBER 99 wurde für die Nukleotide entwickelt, die sich zu Nukleinsäuren DNA und
RNA formen. Andere Moleküle, die in vielen biologischen Systemen vorhanden sind, benötigen
zusätzliche Parameter. Da die Kraftfeldparameter durch mehrdimensionale Anpassung bestimmt
werden, haben einzelne Parameter von Atomen eine eingeschränkte physikalische Bedeutung und
können nur als Ganzes betrachtet werden. Die Parametrisierung von Molekülen, die nicht in ei-
nem Kraftfeld enthalten sind, bedarf daher einer sorgfältigen Anpassung an das jeweilige Kraftfeld.
Je nach gewünschter Genauigkeit können diese Parameter entweder von Anfang an aus experi-
mentellen Daten und quantenmechanischen Berechnungen abgeleitet werden. Weiterhin ist es
möglich Parameter von anderen verfügbaren Kraftfelder zu übernehmen und für die MD-Simu-
lation zu verwenden. Dazu zählen unter anderem Kraftfelder von Aminosäuren, Nukleotide oder






3. Interaktionsanalysen in E2-Protein-Komplexen
Erste Säule der Interaktionsanalysen von E2-Targetstrukturen. Insgesamt wurden 351 Strukturen
von E2-Protein-Komplexen aus der PDB [34, 35] herangezogen und in den Ausgangsdatensatz
aufgenommen (Tabelle A.1, Seite 129). Die im Datensatz enthaltenen Proteinstrukturen stammen
aus insgesamt drei Organismen: Rattus norvegicus, Mus musculus und Homo sapiens (Tabelle
A.2, Seite 131). 15 der in diesem Datensatz enthaltenen E2-Bindungsproteine sind als Wildtyp
und 20 als Mutanten deklariert (Tabelle A.2, Seite 131). In zwei Strukturen (1fdu und 1fdw) be-
findet sich mindestens eine der Mutationen in der E2-Bindungsstelle. Die 35 E2-Proteinkomplexe
umfassten insgesamt 69 einzelne Proteinketten, in denen E2 in der Kristallstruktur im gebundenen
Zustand vorliegt. Die 69 extrahierten Proteinketten wurden für die Interaktionsanalysen zwischen
E2 und den Targetstrukturen herangezogen. In zwei Komplexen (1jkl und 1jnn) setzte sich die
Bindungsstelle von E2 aus jeweils zwei Proteinketten zusammen. Dadurch waren im Datensatz, von
den ursprünglichen 69 Proteinketten, 67 E2-bindende Proteinketten enthalten (Tabelle 3.1). Die-
se Proteinketten wurden von der Pfam als Mitglieder von insgesamt sechs PF klassifiziert (Tabelle
A.3, Seite 133). Besonderes Augenmerk galt den E2-Proteinkomplexen 1jkl und 1jnn, da diese
gleichzeitig in zwei Proteinfamilien (PF07654 und PF07686) eingeteilt wurden. Dies lag daran,
weil beide Komplexe sich aus jeweils zwei E2-bindenden Proteinketten zusammen setzen, die sich
zu einer intermolekularen E2-Bindungsstelle vereinigen. In beiden Strukturen werden die beide
Proteinketten, von der Pfam, beiden PF zugeordnet (Tabelle A.3, Seite 133).
Tabelle 3.1.: E2-bindende Proteinketten und Bindungsstellen die in den 35 E2-Proteinkomplexen enthalten sind.
Gesamt nicht identisch
E2-bindende Proteinketten 69 30
E2-Bindungsstellen 67 28
 Zwei intermolekulare Bindungsstellen.
3.1. Repräsentative Proteinstrukturen
Durch die Eliminierung von Proteinstrukturen mit identischer Sequenz aus dem Datensatz, war eine
Reduzierung von 69 auf 30 nicht-redundante E2-bindende Proteinstrukturen möglich. Nach dem
paarweisen globalen Strukturalignment und des Affinity-Propagation Clusterings innerhalb jeder
Pfam wurden insgesamt sechs repräsentative Proteinstrukturen mit einer Auflösung zwischen 1,80
und 3,20 Å ausgewählt (Tabelle 3.2). Da die PF PF00054 eine einzelne E2-bindende Proteinstruk-
tur enthielt, war kein Clustering notwendig und wurde deshalb für weitere Analysen verwendet.
Die PF PF07654 und PF07686 wurden als eine Gruppe behandelt, da beide Proteinketten (H und
L) der beiden in diesem Datensatz enthaltenen Proteine die Pfam Klassifikation in beide Familien
gleichzeitig klassifiziert werden. Dennoch gruppierte der Affinity-Propagation Algorithmus die Pro-
teinketten H und L in zwei getrennten Gruppen (Tabelle 3.2). Die folgenden Interaktionsbeschrei-
1Datensatz vom August 2017
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bungen für repräsentative Proteinstrukturen enthalten keine detaillierten Angaben zu hydrophobe
Wechselwirkungen, da davon ausgegangen wird, dass sie hauptsächlich durch entropische Ver-
änderungen und nicht durch Anziehungskräfte erzeugt werden. Dies erschwert die Aufgabe, klar
definierte Interaktionsgeometrien zu identifizieren [148].
Tabelle 3.2.: Clustering der E2-bindenden Proteinketten in jeder PF entsprechend ihrer globalen Strukturähnlichkeit.
Cluster die durch den Affinity-Propagation Algorithmus erzeugt wurden und die Anzahl der Datenobjekte pro Cluster
(E2-bindende Proteinketten pro PF) werden gezeigt. Die repräsentative E2-bindende Proteinkette wurden als Clusterzen-









PF00054 0 (1) ∗ 1lhu-A 1,80
PF00104 1 (16) 3uud-A 1,60
PF00106 1 (6) 1a27-A 1,90
PF00685 1 (3) 4jvl-A 1,94




∗ Nur eine Proteinkette in der PF.
∗∗ Proteinkette H in einem Cluster, Proteinkette L in dem anderen.
3.1.1. Repräsentative Proteinstruktur 1a27-A
Die Proteinstruktur 1a27 ist eine Kristallstruktur der humanen 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
(HSD) Typ 1 C-terminale Deletionsmutante, komplexiert mit E2 und NADP+ [149]. Die Abbildung
3.1 zeigt, wie sich die Bindungstasche von E2 außerhalb der Rossmann-Faltung (engl. Rossmann
fold) in einer von α-Helices dominierten Region des Proteins befindet. E2 stellte direkte Interaktio-
nen mit den α-Helices 8, 9, 12 und 14, während Helix 15 (am C-Terminus) eine Abschirmung für
die Bindungstasche bietet. Die Lage der Bindungstasche und die allgemeine Proteinstruktur, sind
typisch für die Mitglieder von PF00106 beschriebenen Topologie [54].
Die Proteinstruktur 1a27-A bildete drei H-Brücken mit E2 aus (Tabelle 3.3 und Abbildung 3.1).
Zwei von diesen wurden zwischen der Hydroxylgruppe an der 17-β-Position von E2 und der Hy-
droxylgruppe am Cβ-Atom von Ser-142 ausgebildet (nur die längste Bindung ist dargestellt). Die
dritte H-Brücke wurde an der gleichen Hydroxylgruppe von E2 zur phenolischen Hydroxylgrup-
pe von Tyr-155 detektiert. Diese beiden Aminosäuren sind Teil der Rossmann-Faltung (Abbildung
3.1A). Insgesamt wurden in der Bindungstasche von E2 fünf hydrophobe Wechselwirkungen de-
tektiert (Abbildung 3.1C). Drei von diesen wurden zwischen dem A-Ring von E2 und Val-225 sowie
Phe-259 detektiert. Der C-Ring wurde durch die beiden verbleibenden hydrophobe Wechselwir-
kungen mit Leu-149 und Val-143 verbunden. Val-225 und Phe-259 sind nicht Teil der Rossmann-
Faltung, im Gegensatz zu Leu-149 und Val-143 (Abbildung 3.1B).
Obwohl sich die Bindungsstelle von E2 außerhalb des β-Sheet der Rossmann-Faltung in der Prote-
instruktur 1a27-A befindet und größtenteils von α-Helices umgeben ist, entstanden alle H-Brücken
mit Aminosäuren aus dieser Faltung. Die Aminosäuren aus der Proteinstruktur 1a27-A, Ser-142
und Tyr-155, die H-Brücken zu der Hydroxylgruppe an der 17-β-Position von E2 ausbildeten, wer-
den von KASERER ET AL. als wesentlich für die katalytische Aktivität des menschlichen 17β-HSD1
angesehen [55]. In ähnlicher Weise wurden die Aminosäuren Leu-149, Val-225 und Phe-259,
die hydrophobe Wechselwirkungen zu den Ringen A und C des E2-Moleküls erzeugten, von den
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Tabelle 3.3.: Proteinstruktur 1a27-A: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen der detektierten H-
Brücken zu E2. AS: Aminosäure. distHA: Abstand zwischen H-Atom und Akzeptor. distDA: Abstand zwischen Donor
und Akzeptor donorAngle: Winkel am H-Atom vom Donor








Ser 142 2,6 3,07 110,52 true Hydroxymethyl Seitenkette 17-β
Ser 142 2,38 3,07 128,11 false Hydroxymethyl Seitenkette 17-β
Tyr 155 1,6 2,36 135,39 true Phenol Seitenkette 17-β
Abbildung 3.1.: 1a27-A: Darstellung der Strukturelemente, Proteinstruktur sowie die Bindungsstelle von E2. (A) Kreis-
förmige Darstellung der Sequenzabfolge am Außenring mit Positionsnummerierung. SSE aus der DSSP-Annotation
werden mit unterschiedlichen Farben auf dem Ring überlagert. Interne konzentrische Ringe enthalten farbcodierte Infor-
mationen über Interaktionstypen, Liganden und tertiäre Strukturbereiche. Es wird nur das Vorhandensein von Wechsel-
wirkungen dargestellt, nicht deren Anzahl. (B) 3D-Struktur, die Strukturbereiche und E2 in ihrer Bindungsstelle. (C) E2-
bindende Aminosäuren und detektierte Interaktionen. Es werden die Namen der Ligand-bindenden Aminosäuren mit
ihrer Position angezeigt. Ct: C-Terminus. Nt: N-Terminus. NADP+: Nicotinsäureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat. H-
Brücke: Wasserstoffbrückenbindung, hydrophobe WW: hydrophobe Wechselwirkungen.
gleichen Autoren als Schlüsselelemente des hydrophoben Tunnels betrachtet, aus dem die Bin-
dungsstelle stammt. Wie die DSSP-Annotation der Proteinstruktur 1a17-A deutlich macht, sind
drei der sechs E2-bindenden Aminosäuren (Ser-142, Val-143 und Tyr-155) Teil der α-Helices,
die einen für diese PF typischen Abschnitt der Rossmann-Faltung ergeben. Eine vierte E2-bin-
dende Aminosäure (Leu-149) befindet sich in einer Turn/Bend-Region, die die beiden α-Helices
verbindet, in denen sich die zuvor erwähnten drei Ligand-bindenden Aminosäuren befinden. Die
beiden restlichen Aminosäuren befinden sich ebenfalls in α-Helices, diese sind jedoch nicht Teil
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der Rossmann-Faltung. Die kreisförmige Darstellung der Proteinstruktur 1a27-A zeigt einmal mehr,
wie Ligand-bindenden Aminosäuren von E2 (und NADP+) auf Sequenzebene tendenziell vollstän-
dig voneinander getrennt sind, aber sobald das Protein in seine operative Form gefaltet ist, werden
sie zu einer geometrischen Anordnung zusammengeführt, die es ermöglicht, die für die Bindung
des Liganden notwendigen Wechselwirkungen zu erzeugen.
3.1.2. Repräsentative Proteinstruktur 1jgl-H
Die Proteinstruktur 1jgl ist eine Kristallstruktur des mit E2 komplexierten Ig Fragment antigen
binding (Fab)-Fragments [150]. Wie die Abbildung 3.2 zeigt, befindet sich die Bindungsstelle von
E2 zwischen den variablen Bereichen der Proteinketten H (heavy) und L (light). Die VH-Domäne
(Proteinkette H) setzt sich aus einem β-Sandwich mit neun β-Strands, von denen vier Teil der
Bindungsstelle sind, zusammen. Die VL-Domäne (Proteinkette L) setzt sich ebenfalls aus einem β-
Sandwich mit neun β-Strands, von denen jedoch nur drei Teil der Bindungsstelle sind, zusammen.
Unterhalb der variablen Domänen befinden sich die konstanten Domänen CH und CL. Jede
von diesen besteht aus sieben β-Strands, die in einer β-Sandwichstruktur angeordnet sind. E2
erzeugte Interaktionen mit den β-Strands 4 und 9 aus der Proteinkette H sowie 4, 5 und 9 aus
der Proteinkette L. Darüber hinaus erzeugte E2 eine Interaktion mit einer bend-Region aus der
Proteinkette L. Die Domänentopologie dieser Proteinkette sowie die Lage der Bindungsstelle von
E2 stimmen mit den allgemeinen Merkmalen der Familien PF07654 und PF07686 überein [64].
Zwischen der Proteinkette 1jgl-H und E2 entstanden insgesamt zwei H-Brücken (Tabelle 3.4).
Eine von diesen interagiert mit der Aminogruppe der Seitenkette der Aminosäure Gln-35 mit der
Hydroxylgruppe an der 17-β-Position von E2. Die andere wurde zwischen der Carbonylgruppe
von Gly-97 zur Hydroxylgruppe an der 3-Position von E2 ausgebildet (Abbildung 3.2C). Zusätzlich
werden zwei hydrophobe Wechselwirkungen zwischen dieser Proteinkette und E2 erzeugt. Beide
fixierten E2 am D-Ring durch die Aminosäure Trp-95. Auch wenn die Proteinkette 1jgl-L kein
Vertreter ist, ist sie Teil dieser Struktur und sollte daher beschrieben werden. Diese Proteinkette
erzeugte drei H-Brücken zu E2 (Tabelle 3.4). Zwei von diesen interagierten mit der Hydroxylgruppe
an der 17-β-Position von E2 mit der phenolischen Hydroxylgruppe der Aminosäure Tyr-36 (nur die
längste Bindung ist in Abbildung 3.2C dargestellt). Die dritte interagierte mit dem Stickstoffatom
an der Position 3 des Imidazolrings von His-89, mit der gleichen Position von E2.
Weiterhin wurden 10 hydrophobe Wechselwirkungen zwischen dieser Proteinkette und E2 ausge-
bildet. Zwei zum A-Ring von E2 ausgehend vom Tyr-49. Der C-Ring interagierte mit einer hydro-
phobe Wechselwirkungen von Ala-34 und einer anderen von Leu-46. Der D-Ring wurde durch
zwei hydrophobe Wechselwirkungen an Trp-96 gebunden. Die Aminosäure Phe-91 bildete gleich-
zeitig hydrophobe Wechselwirkungen mit Ring B und D von E2 aus. Schließlich interagierte Trp-95
gleichzeitig mit einer hydrophoben Wechselwirkung zum C-Atom 8 (zwischen den Ringen B und
C) und durch eine weitere hydrophobe Wechselwirkung zum C18α-Atom von E2.
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Tabelle 3.4.: Proteinketten 1jgl-H+L: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen der detektierten H-
Brücken zu E2. AS: Aminosäure. distHA: Abstand vom H-Atom zum Akzeptor. distDA: Abstand vom Spender zum
Donator. donorAngle: Winkel am Donator.








Gln 35:H 1,95 2,93 173,17 true primär Amin Seitenkette 17-β
Gly 97:H 1,73 2,65 165,80 false Carbonyl Rückgrat 3
Tyr 36:L 1,66 2,58 166,33 true Phenol Seitenkette 17-β
Tyr 36:L 1,64 2,58 163,09 false Phenol Seitenkette 17-β
His 89:L 2,07 2,91 142,03 true Imidazol Seitenkette 17-β
Abbildung 3.2.: 1jgl-H+L: Darstellung der Strukturelemente, Proteinstruktur sowie die Bindungsstelle von E2. (A)
Kreisförmige Darstellung der Sequenzabfolge am Außenring mit Positionsnummerierung. SSE aus der DSSP-Annota-
tion werden mit unterschiedlichen Farben auf dem Ring überlagert. Interne konzentrische Ringe enthalten farbcodierte
Informationen über Interaktionstypen, Liganden und tertiäre Strukturbereiche. Es wird nur das Vorhandensein von Wech-
selwirkungen dargestellt, nicht deren Anzahl. (B) 3D-Struktur, die Strukturbereiche und E2 in ihrer Bindungsstelle. (C)
E2-bindende Aminosäuren und detektierte Interaktionen. Es werden die Namen der Ligand-bindenden Aminosäuren
mit ihrer Position angezeigt. Ct: C-Terminus. Nt: N-Terminus. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. hydrophobe WW:
hydrophobe Wechselwirkungen.
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3.1.3. Repräsentative Proteinstruktur 1jnn-L
Die Proteinstruktur 1jnn ist eine Kristallstruktur des Fab-E2-Komplexes [151]. Wie in Abbildung
3.3 dargestellt, befindet sich die Bindungsstelle von E2 innerhalb der variablen Domänen der Pro-
teinketten L und H. Wie bereits für 1jgl erwähnt, dient die Ig-Faltung als Gerüst für die variable
und die konstante Domänen. Die VL-Domain (Proteinkette L) setzt sich aus einem β-Sandwich mit
neun β-Strands, von denen drei Teil der Bindungsstelle sind, zusammen. Die VH-Domäne (Prote-
inkette H) setzt sich aus einem β-Sandwich mit neun β-Strands, von denen in diesem Fall vier Teil
der Bindungsstelle sind, zusammen. Ähnlich wie bei der Struktur 1jgl befinden sich die Bereiche
CH und CL neben den variablen Bereichen. Jeder von ihnen umfasst sieben β-Strands, die in
einer β-Sandwichstruktur organisiert sind. E2 erzeugte direkte Interaktionen zu den β-Strands 4,
5 und 9 aus der Proteinkette L sowie mit dem β-Strand 4 aus der Proteinkette H. Darüber hinaus
wurden Interaktionen mit der bend-Region aus den Proteinketten H und L detektiert. Die Domä-
nenarchitektur dieser Proteinkette sowie die Lage der Bindungsstelle entsprechen den allgemeinen
Merkmalen der Familien PF07654 und PF07686 [64].
Zwischen der Proteinstruktur 1jnn-L und E2 wurden zwei H-Brücken ausgebildet (Tabelle 3.5). Ei-
ne wurde zwischen der Hydroxylgruppe an der 17-β-Position von E2 und der phenolischen Hydro-
xylgruppe von Tyr-36 ausgebildet. Die zweite wurde zur gleichen Position von E2, ausgehend von
dem Stickstoffatom an der Position 3 des Imidazolrings von His-89, detektiert (Abbildung 3.3C).
Zusätzlich entstand eine π-π-Wechselwirkung zwischen dem A-Ring von E2 und dem aromatischen
Ring von Tyr-49. Die planaren Flächen beider Ringe waren etwa parallel zueinander ausgerichtet
und ihre Mittelpunkte waren leicht versetzt (Tabelle 3.6). Diese war die einzige P-förmige π-π-
Wechselwirkung im gesamten Datensatz. Obwohl die Proteinkette 1jnn-H kein Repräsentant ist,
sollte erwähnt werden, dass keine H-Brücke zu E2, sondern nur hydrophobe Wechselwirkungen
detektiert wurden (Abbildung 3.3).
Tabelle 3.5.: Proteinstruktur 1jnn-L: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen der detektierten H-
Brücken zu E2. AS: Aminosäure. distHa: Abstand vom H-Atom zum Akzeptor. distDA: Abstand vom Spender zum
Donator. donorAngle: Winkel am Donator.








Tyr 36 1,71 2,67 167,66 false Phenol Seitenkette 17-β
His 89 1,9 2,56 121,94 true Imidazol Seitenkette 17-β
Tabelle 3.6.: Proteinstruktur 1jnn-L: Geometrische Eigenschaften der detektierten π-π-Wechselwirkungen zu E2. cen-
terDistance: Abstand zwischen den aromatischen Ringzentroiden. stackingType: Typ der π-π-Wechselwirkungen: Parallel
(P) oder T-Förmig (T). offSet: Seitlicher Versatz eines Ringes gegenüber dem anderen. angle: Winkel zwischen den Ebe-
nen der beiden Ringe.
Aminosäure Position centerDistance [Å] stackingType offSet [Å] angle [◦]
Tyr 49 4,64 P 1,55 27,23
Die Aminosäure Gln-35, die über eine H-Brücke mit E2 interagierte, ist Teil der Komplementa-
rität bestimmende Region (engl. complementarity-determining region) (CDR)1 der Proteinstruktur
1jgl-H. Trp-95, welche zwei hydrophobe Wechselwirkungen erzeugte, und Gly-97, das eine H-
Brücke ausbildete (Abbildung 3.2), sind Bestandteile der CDR3 dieser Proteinkette [150]. Gleich-
zeitig sind die Aminosäuren Ala-34 und Tyr-36 der Proteinkette 1jgl-L Bestandteil der CDR1.
Die Aminosäure Leu-46 und Leu-49 sind Teil der CDR2 in derselben Proteinkette. Schließlich wer-
den die Aminosäuren His-89, Phe-91, Trp-96, durch die CDR3 von 1jgl-L gebildet [150]. Da
die CDRs Schlüsselelemente im Prozess der Ligandenbindung von Antikörpern darstellen [150],
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Abbildung 3.3.: 1jnn-H+L: Darstellung der Strukturelemente, Proteinstruktur sowie die Bindungsstelle von E2. (A)
Kreisförmige Darstellung der Sequenzabfolge am Außenring mit Positionsnummerierung. SSE aus der DSSP-Annota-
tion werden mit unterschiedlichen Farben auf dem Ring überlagert. Interne konzentrische Ringe enthalten farbcodierte
Informationen über Interaktionstypen, Liganden und tertiäre Strukturbereiche. Es wird nur das Vorhandensein von Wech-
selwirkungen dargestellt, nicht deren Anzahl. (B) 3D-Struktur, die Strukturbereiche und E2 in ihrer Bindungsstelle. (C)
E2-bindende Aminosäuren und detektierte Interaktionen. Es werden die Namen der Ligand-bindenden Aminosäuren
mit ihrer Position angezeigt. Ct: C-Terminus. Nt: N-Terminus. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. hydrophobe WW:
hydrophobe Wechselwirkungen. π-π-WW: π-π-Wechselwirkungen.
ist die Relevanz der durch Protein-ligand interaction profiler (PLIP) erfassten Wechselwirkungen
von hoher Bedeutung. Die Kreisdarstellung der DSSP-Annotation für die Proteinketten 1jgl-H und
-L (Abbildung 3.2A) zeigt deutlich, wie β-Strands beide Proteinketten dominieren. Diese erzeu-
gen die β-Sandwichstrukturen, aus denen die für diese beiden PF charakteristische Ig-Faltung
entsteht. Weiterhin ist in Abbildung 3.2A zu erkennen, dass sieben von zehn Ligand-bindenden
Aminosäuren Teil des β-Strands sind, während die drei verbleibenden (Gln-35:H, Phe-91:L und
Trp-96:L) innerhalb der bend-Region liegen. Diese Darstellung verdeutlicht, dass Ligand-binden-
de Aminosäuren im Allgemeinen distanzierte Positionen auf der Sequenzebene einnehmen können
(Abbildung 3.2A), aber durch Proteinfaltung und im Falle der Struktur 1jgl durch intermolekulare
Wechselwirkungen im 3D-Raum zusammengeführt werden, so dass die für die Bindung des Ligan-
den notwendigen Wechselwirkungen ermöglicht werden (Abbildung 3.2B und C). Nach MONNET
ET AL. nehmen die Aminosäuren Tyr-36, Tyr-49, His-89 und Phe-91, aus der Proteinkette 1jnn-L,
eine bedeutende Rolle im Bindungsprozess von E2 an diesen Fab ein [151].
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3.1.4. Repräsentative Proteinstruktur 1lhu-A
Die Proteinstruktur 1lhu ist eine Kristallstruktur der N-terminalen Laminin G-like Domäne vom
Sexualhormon-bindenden Globulin in Komplex mit E2 [44]. Die Bindungsstelle von E2 befindet
sich zwischen den beiden antiparallelen β-Sheets, die einem β-Sandwich entsprechen (Abbildung
3.4). Konkret befindet sich die Bindungsstelle zwischen den β-Strands 4 und 5 auf einem β-Sheet
und den β-Strands 3, 8 und 12 auf dem gegenüberliegenden β-Sheet, direkt unter der α-Helix 2.
Diese allgemeine Proteinstrukturtopologie sowie die Lokalisierung der Bindungsstelle zwischen den
beiden β-Sheets, entsprechen der allgemeinen 3D-Struktur aus PF00054. In der Proteinstruktur
1lhu-A wurden insgesamt fünf H-Brücken zu E2 detektiert (Tabelle 3.7). Die Aminosäure Asn-82
interagierte über eine H-Brücke ausgehend von der Aminogruppe der Seitenkette zur Hydroxyl-
gruppe an der 3-Position von E2. Über dieselbe funktionelle Gruppe interagierte auch Lys-134
zur gleichen Hydroxylgruppe von E2 . Eine weitere H-Brücke wurde zwischen der Hydroxylgruppe
am Hydroxymethyl der Seitenkette von Ser-128 und der Hydroxylgruppe an der 3-Position von E2
detektiert (nur die längste von ihnen ist in Abbildung 3.4C dargestellt). Die Aminosäure Val-105
interagierte mit der Carbonylgruppe des Rückgrats zur Hydroxylgruppe an der 17-β-Position und
durch eine hydrophobe Wechselwirkung zum C-Ring von E2 (innerhalb der Abbildung 3.4C ver-
deckt). Insgesamt stabilisierten sieben hydrophobe Wechselwirkungen das hydrophobe Rückgrat
von E2 innerhalb der Bindungsstelle (Abbildung 3.4C).
Tabelle 3.7.: Proteinstruktur 1lhu-A: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen der detektierten H-
Brücken zu E2. AS: Aminosäure. distHa: Abstand vom H-Atom zum Akzeptor. distDA: Abstand vom Spender zum
Donator. donorAngle: Winkel am Donator.








Asn 82 1,95 2,91 163,71 true primär Amin Seitenkette 3
Val 105 2,21 2,99 136,49 false Carbonyl Rückgrat 17-β
Ser 128 3,38 3,86 112,47 true Hydroxymethyl Seitenkette 3
Ser 128 3,24 3,86 125,43 false Hydroxymethyl Seitenkette 3
Lys 134 2,05 2,79 127,43 true primär Amin Seitenkette 3
Laut GRISHKOVSKAYA ET AL. [152] nehmen die Aminosäuren Phe-56, Phe-67, Asn- 82, Val-105,
Ser-128, Lys-134, Ile-141 und Leu-171, die ebenfalls durch PLIP nachgewiesen wurden, eine
relevante Rolle für die Bindung und Stabilisierung von E2 innerhalb der Bindungstasche ein. Wei-
terhin beschrieb GRISHKOVSKAYA ET AL. [152], dass zusätzlich zu den in dieser Arbeit detektierten
H-Brücken, die Aminosäuren Ser-42 und Asp-65 auch diese Art der Interaktion zu E2 erzeugen.
Diese beiden Aminosäuren wurden von PLIP nicht erkannt. Wie die DSSP-Darstellung dieser Pro-
teinstruktur zeigt, sind die β-Strands, die jedes der beiden für diese Familie charakteristischen
β-Sheets bilden, in der Sequenz nicht zusammenhängend. Darüber hinaus ist zu erkennen, dass
die Ligand-bindenden Aminosäuren von E2, die sich räumlich nahe beieinander befinden, inner-
halb der Sequenz weit auseinander liegen.
3.1.5. Repräsentative Proteinstruktur 3uud-A
Die Proteinstruktur 3uud ist eine Kristallstruktur der Ligand-bindenden Domäne (Mutation Y537S)
des humanen Estrogenrezeptor-α’s in Komplex mit E2 [153]. Wie in der Abbildung 3.5 darge-
stellt, befindet sich die Bindungsstelle von E2 im Kern der globalen Struktur, in direktem Kontakt
mit den α-Helices 3, 4 und 11 sowie mit dem β-Strand 1. Darüber hinaus wird gezeigt, dass
die C-terminale α-Helix (H12, zwischen den Aminosäuren 537 und 546) die Öffnung dieser Bin-
dungsstelle bedeckt, jedoch keine Wechselwirkungen mit dem Ligand ausbildet. Diese globale
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Abbildung 3.4.: 1lhu-A: Darstellung der Strukturelemente, Proteinstruktur sowie die Bindungsstelle von E2. (A) Kreis-
förmige Darstellung der Sequenzabfolge am Außenring mit Positionsnummerierung. SSE aus der DSSP-Annotation
werden mit unterschiedlichen Farben auf dem Ring überlagert. Interne konzentrische Ringe enthalten farbcodierte In-
formationen über Interaktionstypen, Liganden und tertiäre Strukturbereiche. Es wird nur das Vorhandensein von Wech-
selwirkungen dargestellt, nicht deren Anzahl. (B) 3D-Struktur, die Strukturbereiche und E2 in ihrer Bindungsstelle. (C)
E2-bindende Aminosäuren und detektierte Interaktionen. Es werden die Namen der Ligand-bindenden Aminosäuren
mit ihrer Position angezeigt. Ct: C-Terminus. Nt: N-Terminus. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. hydrophobe WW:
hydrophobe Wechselwirkungen.
3D-Struktur sowie die Position von H12, die die Bindungsstelle in der Struktur bedeckt, wenn ein
Agonist gebunden ist, entspricht weitgehend der allgemeinen Topologie der Ligand-bindenden
Domäne des Estrogenrezeptor-α’s. Die Proteinstruktur 3uud-A erzeugt mit E2 drei H-Brücken (Ta-
belle 3.8). Die Hydroxylgruppe an der 3-Position des Liganden interagierte durch eine dieser mit
der Carboxylgruppe des Rückgrats von der Aminosäure Glu-353. Zur selbigen Position von E2
wurde eine weitere H-Brücke von der Guanidinogruppe von Arg-394 ausgebildet. Die dritte H-
Brücke wurde an der 17-β-Position befindlichen Hydroxylgruppe zu dem Stickstoffatom an der
Position 3 des Imidazolrings von His-524 detektiert. Darüber hinaus entsteht zwischen dem A-Ring
von E2 und dem aromatischen Ringsystem der Aminosäure Phe-404 eine π-π-Wechselwirkung.
Die planaren Flächen beider Ringe stehen senkrecht zueinander. Weithin wurde eine wasservermit-
telte H-Brücke zwischen der Guanidinogruppe der Aminosäure Arg-394 und der Hydroxylgruppe
an der 3-Position von E2 detektiert. E2 wurde an beiden Enden durch mehrere direkte und indi-
rekte H-Brücken stark stabilisiert.
DELFOSSE ET AL. haben aus der Struktur 3uud abgeleitet, dass die Aminosäuren Glu-353 (aus
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Abbildung 3.5.: 3uud-A: Darstellung der Strukturelemente, Proteinstruktur sowie die Bindungsstelle von E2. (A) Kreis-
förmige Darstellung der Sequenzabfolge am Außenring mit Positionsnummerierung. SSE aus der DSSP-Annotation
werden mit unterschiedlichen Farben auf dem Ring überlagert. Interne konzentrische Ringe enthalten farbcodierte In-
formationen über Interaktionstypen, Liganden und tertiäre Strukturbereiche. Es wird nur das Vorhandensein von Wech-
selwirkungen dargestellt, nicht deren Anzahl. (B) 3D-Struktur, die Strukturbereiche und E2 in ihrer Bindungsstelle. (C)
E2-bindende Aminosäuren und detektierte Interaktionen. Es werden die Namen der Ligand-bindenden Aminosäuren
mit ihrer Position angezeigt. Ct: C-Terminus. Nt: N-Terminus. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. hydrophobe WW:
hydrophobe Wechselwirkungen. π-π-WW: π-π-Wechselwirkungen. GOL: Glycerin.
Tabelle 3.8.: Proteinstruktur 3uud-A: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen der detektierten H-
Brücken zu E2. AS: Aminosäure. distHa: Abstand vom H-Atom zum Akzeptor. distDA: Abstand vom Spender zum
Donator. donorAngle: Winkel am Donator.








Glu 353 1,63 2,47 147,49 false Carboxyl Seitenkette 3
Arg 394 2,28 3,19 154,56 true Guanidino Seitenkette 3
His 524 2,02 2,96 157,29 true Imidazol Seitenkette 17-β
H3), Arg-394 (aus H5) und His-524 (aus H11) (Abbildung 3.5) eine bedeutende Rolle im Bin-
dungsprozess von E2 einnehmen, da diese H-Brücken erzeugen, die den Liganden stabilisieren
[153], welche auch in dieser Arbeit detektiert werden konnten. Weiterhin resümierten die Autoren,
dass die Aminosäuren Gly-521 und Leu-525 wichtig für die Stabilisierung von E2 in der Bindungs-
stelle, durch van der Waals-Interaktionen, sind. Gly-521 und Leu-525 wurden von PLIP in 3uud-A
nicht nachgewiesen, obwohl diese von DELFOSSE ET AL. entdeckt wurden [153]. Die Analyse der
DSSP-Annotationen für die Proteinstruktur 3uud-A zeigte, dass mit Ausnahme von Phe-404, alle
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Tabelle 3.9.: Proteinstruktur 3uud-A: Geometrische Eigenschaften der detektierten π-π-Wechselwirkungen zu E2. cen-
terDistance: Abstand zwischen den aromatischen Ringzentroiden. stackingType: Typ der π-π-Wechselwirkungen: Parallel
(P) oder T-Förmig (T). offSet: Seitlicher Versatz eines Ringes gegenüber dem anderen. angle: Winkel zwischen den Ebe-
nen der beiden Ringe.
Aminosäure Position centerDistance [Å] stackingType offSet [Å] angle [◦]
Phe 404 5,17 T 0,87 87,74
Tabelle 3.10.: Proteinstruktur 3uud-A: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen der detektierten wasser-
vermittelten H-Brücke zu E2. AS: Aminosäure. Dist. A-W: Abstand zwischen Akzeptor und dem O-Atom vom Wasser.
Dist. D-W: Abstand zwischen Donor und dem O-Atom vom Wasser. D-Angle: Winkel am H-Atom vom Donor. W-Angle:
Winkel zwischen Akzeptoratom, Sauerstoffatom des Wassermoleküls und Donor-H-Atom.








Arg 394 3,05 2,88 176,26 82,98 true Guanidino Seitenkette 3
E2-bindenden Aminosäuren Teil der α-Helices waren. Phe-404 ist Teil eines β-Strands. Aus den
SSE entsteht, das für diese PF typische dreischichtige schraubenförmige Sandwich. Eine weitere
Analyse der zirkulären Darstellung der Strukturelemente von 3uud-A (Abbildung 3.5 A) hat ge-
zeigt, dass die Ligand-bindenden Aminosäuren von E2 (sowie Glycerin (GOL)) in der Sequenz der
Proteinstruktur weit voneinander entfernt sind, obwohl sie sich im 3D-Raum sehr nahe beieinander
befinden (Abbildung 3.5B und C).
3.1.6. Repräsentative Proteinstruktur 4jvl-A
Die Proteinstruktur 4jvl ist eine Kristallstruktur der humanen Estrogen-Sulfotransferase in Kom-
plex mit dem inaktiven Cofaktor 3’-Phospho-ADP (PAP) und E2 [154]. Die Abbildung 3.6 zeigt die
Bindungsstelle von E2. Diese befindet sich außerhalb des β-Sheets und ist Teil der β-Strands 4 bis
6 sowie von den α-Helices 2, 3 und 6 bis 8. Dennoch wurden direkte Wechselwirkungen nur mit
den β-Strands 2 und 6 und mit der Helix 2 detektiert, während zusätzliche Wechselwirkungen mit
Verbindungsstrukturen wie Loops, Bends und/oder Turns entstehen. Diese räumliche Organisation
der Bindungsstelle innerhalb der Proteintopologie stimmt mit der typischen Strukturanordnung des
PF00685 überein. Zwischen der Proteinstruktur 4jvl-A und E2 konnten zwei H-Brücken detektiert
werden (Tabelle 3.11). Diese wurden zwischen der Hydroxylgruppe an der 3-Position von E2 und
der Aminogruppe der Seitenkette der Aminosäure Lys-105 detektiert (nur die längste H-Brücke
wird in Abbildung 3.6C dargestellt). Darüber hinaus bildete sich zwischen dem aromatischen Ring
von Phe-141 und dem A-Ring von E2 eine T-förmige π-π-Wechselwirkung aus (Tabelle 3.12).
Diese Aminosäure bildete zusätzlich eine hydrophobe Wechselwirkung zu dem Ring B von E2.
Weiterhin erzeugte die Proteinstruktur 4jvl-A eine wasservermittelte H-Brücke zwischen der Car-
boxylgruppe von der Aminosäure Asp-22 und der Hydroxylgruppe an der 17-β-Position von E2
(Tabelle 3.13).
Tabelle 3.11.: Proteinstruktur 4jvl-A: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen der detektierten H-
Brücken zu E2. AS: Aminosäure. distHa: Abstand vom H-Atom zum Akzeptor. distDA: Abstand vom Spender zum
Donator. donorAngle: Winkel am Donator.








Lys 105 1,7 2,71 166,17 true primär Amin Seitenkette 3
Lys 105 2,09 2,71 121,96 false primär Amin Seitenkette 3
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Abbildung 3.6.: 4jvl-A: Darstellung der Strukturelemente, Proteinstruktur sowie die Bindungsstelle von E2. (A) Kreisför-
mige Darstellung der Sequenzabfolge am Außenring mit Positionsnummerierung. SSE aus der DSSP-Annotation werden
mit unterschiedlichen Farben auf dem Ring überlagert. Interne konzentrische Ringe enthalten farbcodierte Informationen
über Interaktionstypen, Liganden und tertiäre Strukturbereiche. Es wird nur das Vorhandensein von Wechselwirkungen
dargestellt, nicht deren Anzahl. (B) 3D-Struktur, die Strukturbereiche und E2 in ihrer Bindungsstelle. (C) E2-bindende
Aminosäuren und detektierte Interaktionen. Es werden die Namen der Ligand-bindenden Aminosäuren mit ihrer Positi-
on angezeigt. Ct: C-Terminus. Nt: N-Terminus. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. hydrophobe WW: hydrophobe
Wechselwirkungen. π-π-WW: π-π-Wechselwirkungen. AP3: Adenosin-3’, 5’-bisphosphat. EDO: Ethylenglycol.
Tabelle 3.12.: Proteinstruktur 4jvl-A: Geometrische Eigenschaften der detektierten π-π-Wechselwirkungen zu E2.
centerDistance: Abstand zwischen den aromatischen Ringzentroiden. stackingType: Typ der π-π-Wechselwirkungen:
Parallel (P) oder T-Förmig (T). offSet: Seitlicher Versatz eines Ringes gegenüber dem anderen. angle: Winkel zwischen
den Ebenen der beiden Ringe.
Aminosäure Position centerDistance [Å] stackingType offSet [Å] angle [◦]
Phe 141 4,99 T 1,14 80,45
Tabelle 3.13.: Proteinstruktur 4jvl-A: Geometrische Eigenschaften und funktionelle Gruppen der detektierten wasser-
vermittelten H-Brücke zu E2. Dist. A-W: Abstand zwischen Akzeptor und dem O-Atom vom Wasser. Dist. D-W: Abstand
zwischen Donor und dem O-Atom vom Wasser. D-Angle: Winkel am H-Atom vom Donor. W-Angle: Winkel zwischen
Akzeptoratom, Sauerstoffatom des Wassermoleküls und Donor-H-Atom.








Asp 22 3,07 2,66 127,25 76,37 true Carboxyl Seitenkette 17-β
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Nach GOSAVI ET AL. erzeugten die Aminosäuren Lys-105 und His-107 H-Brücken zu der Hydro-
xylgruppe an der 3-Position von E2 [154]. Allerdings wurde in dieser Arbeit nur die erste H-Brücke
der beiden durch PLIP nachgewiesen (Abbildung 3.6). PLIP detektierte Wechselwirkungen zwischen
E2 und den Aminosäuren Phe-80 und Phe-141, die nach GOSAVI ET AL. eine wichtige Rolle als
sterisches Tor einnahmen [154]. Dieses Tor verleiht diesem Enzym die Substratspezifität. Die DSSP-
Annotationen der Proteinstruktur 4jvl-A in der Abbildung 3.6A zeigen, dass der für diese PF typi-
sche katalytische Kern, in diesem Fall aus nur vier β-Strands besteht, die zudem auf Sequenzebene
deutlich voneinander getrennt sind.
3.2. Physikochemische Eigenschaften der Ligand-bindenden
Aminosäuren und ihre Wechselwirkungen mit E2
Hydrophobe Ligand-bindende Aminosäuren dominierten mit 65,85% die E2-Bindungsstellen. Die
hydrophobe Aminosäure Leu, war mit 31,52% am häufigsten vertreten, gefolgt von Phe mit
15,76%. Die verbleibenden hydrophoben Aminosäuren hatten einen Anteil von 18,57% (Abbil-
dung 3.7). Polare und elektrostatisch geladene Aminosäuren machten den restlichen Anteil von
34,17% der Ligand-bindenden Aminosäuren innerhalb der E2-Bindungsstellen aus. Diese Grup-
pe kann in negativ geladene (9,78%), positiv geladene (18,01%) und polare (6,38%) Aminosäu-
ren unterteilt werden (Abbildung 3.7). Die hydrophobe Aminosäuren Met wurde von PLIP nicht
als Ligand-bindende Aminosäure in einer der 67 Bindungsstellen detektiert. Insgesamt konnten
durch die Ligand-bindenden Aminosäuren 354 hydrophobe Wechselwirkungen (56,55%), 181
H-Brücken (28,91%), 54 π-π-Wechselwirkungen (8,63%) und 37 wasservermittelte H-Brücken
(5,91%) zu E2 ausgebildet werden (Abbildung A.1, Seite 137). Innerhalb der 67 Bindungsstellen
wurden simultan mindestens eine hydrophobe Wechselwirkung und eine H-Brücke detektiert. In 54
Bindungsstellen wurden gleichzeitig mindestens eine hydrophobe Wechselwirkung, eine H-Brücke
und eine π-π-Wechselwirkung detektiert. 37 Bindungsstellen erzeugen gleichzeitig mindestens ei-
ne von jeder dieser vier Interaktionstypen (Abbildung A.1, Seite 137).
Hydrophobe Ligand-bindende Aminosäuren dominieren die Bindungstaschen von E2, was zu er-
warten war, da das Steran-Rückgrat ebenfalls hydrophob ist. Da hydrophobe Wechselwirkungen
jedoch durch entropische Veränderungen im Bindungstaschen (keine Anziehungskräfte) entstehen,
ist die Identifizierung klar definierter Geometrien in diesem Wechselwirkungstyp schwierig [148].
Daher wurde die geometrischen Aspekte der hydrophoben Wechselwirkungen in dieser Arbeit nicht
analysiert. Die einzigen Bereiche der Struktur von E2, die an polar-basierten Wechselwirkungen
wie H-Brücken und wasservermittelte H-Brücken teilnehmen können, sind die Hydroxylgruppen
an den diametralen Enden des Moleküls, an der 3- und 17-β-Position. Dies konnte auch durch
die Interaktionsanalyse mittels PLIP betätigt werden. KHAZANOV AND CARLSON analysierten 9114
nicht-redundante Bindungsstellen und charakterisierten unter anderem die Häufigkeit von Amino-
säuren, die aus ihren Seitenketten Liganden-bindende Wechselwirkungen erzeugen. Ihre Analyse
ergab, dass Arg mit 8,10% der häufigste Aminosäure in validen Bindungsstellen war, während Cys
mit 1,30% die am wenigsten und Leu hingegen mit 7,00% vertretende Aminosäure war [155]. Ein
direkter Vergleich mit den von KHAZANOV AND CARLSON veröffentlichten Ergebnissen ist jedoch
nicht möglich, da die Autoren die Häufigkeit der Aminosäuren im Verhältnis zu den Aminosäuren,
die die Oberfläche eines Proteins bilden, berechnet haben. In dieser Arbeit wurde die relative Häu-
figkeit jeder einzelnen Aminosäure im Verhältnis der absoluten Häufigkeit aller Ligand-bindenden
Aminosäuren berechnet. Angesichts der Hydrophobizität von E2, ist der hohe Anteil an überwie-
gend hydrophoben Ligand-bindenden Aminosäuren mit 56,55% der hydrophobe Wechselwirkun-
gen zu E2 konform. Die beiden hydrophoben Aminosäuren Leu und Phe waren am häufigsten in






















































Abbildung 3.7.: Relative Häufigkeit und physikochemische Eigenschaften der E2-bindenden Aminosäuren. Alle 69 E2-
bindenden Proteinketten wurden berücksichtigt.
den E2-Bindungstaschen vertreten (Abbildung 3.7). Dennoch sind 34,82% der Wechselwirkungen
entweder H-Brücken oder wasservermittelte H-Brücken, die an einer der beiden Hydroxylgruppen,
3- und 17-β-Postion, von E2 detektiert wurden. π-π-Wechselwirkungen hingegen sind weitaus
seltener (8,63%), was darauf zurückzuführen ist, dass sie bei ihrem Auftreten nur einmal pro Kette
erfolgen (Abbildung A.1, Seite 137). Die Proteinstruktur 1e6w-C ist ein Sonderfall, da sich die
Bindungstasche nur aus zwei Aminosäuren (Ala und Tyr) zusammensetzte, weshalb die Anzahl und
Art der generierbaren Wechselwirkungen sehr begrenzt ist (Abbildung A.1, Seite 137).
3.3. Geometrisch konservierte Ligand-bindende Strukturmotive
Von den sechs extrahierten Proteinstrukturen (Kapitel 3.1) wurde bei vier Bindungsstellen sowohl
H-Brücken als auch π-π-Wechselwirkungen detektiert. Dementsprechend wurden diese vier Bin-
dungsstellen zur Erkennung geometrisch konservierter Ligand-bindender Aminosäuren als Struktur-
motive ausgewählt (Abbildung 3.8). Zwei dieser Motive stammten aus separaten Bindungsstellen
(3uud-A und 1lhu-A). Das dritte Motiv setzte sich aus zwei Bindungsstellen zusammen. Es wurden
jeweils zwei der Ligand-bindenden Aminosäuren von jeder Bindungsstelle (1a27-A und 4jvl-A)
ausgewählt (Abbildung 3.9). Die Bindungsstelle aus der Proteinstruktur 1a27-A bildete zwei H-
Brücken zur 17-β-Position von E2 aus (Kapitel 3.1.1). Bei der andere Bindungsstelle, innerhalb
der Proteinstruktur 4jvl-A, wurde eine H-Brücke an der 3-Position und eine π-π-Wechselwirkung
zum A-Ring von E2 detektiert (Kapitel 3.1.6). Jedes Motiv bestand aus vier einzelnen Ligand-
bindenden Aminosäuren, die in jeweils drei Submotive unterteilt wurden und alle möglichen Kom-




Kombinationen zu jedem Motiv erzeugt und demzufolge
vier Motive mit jeweils drei Aminosäuren generiert (Tabelle 3.14).
Durch den entwickelten Fit3D Algorithmus [17] und Webservice2 [18] war es möglich, die extra-
2https://biosciences.hs-mittweida.de/fit3d
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Abbildung 3.8.: E2-Bindungsstellen, extrahiert aus den repräsentativen Proteinstrukturen, die basierend auf globaler
Strukturähnlichkeit ausgewählt wurde. Stabmodell: Aminosäuren, die H-Brücken oder π-π-Wechselwirkungen zu E2
ausbildeten. Linienmodell: Aminosäuren, die hydrophobe Wechselwirkung oder wasservermittelte H-Brücken zu E2
ausbildeten.
Abbildung 3.9.: Konservierte strukturelle Motive, die in der E2-Bindungsstelle in repräsentativen Proteinstrukturen ent-
deckt wurden. Ausgewählt wurden Aminosäuren die H-Brücken und π-π-Wechselwirkungen zu E2 ausbildeten.
hierten Strukturmotive innerhalb der Proteine der PDB zu suchen. Diese Herangehensweise erlaub-
te es Proteine mit potenziell ähnlicher Funktion nachzuweisen, auch wenn große Abweichungen
in der Sekundär- und Tertiärstruktur vorhanden sein können. Für die Bindung von E2 ist mindes-
tens eine H-Brücke an der 3- oder 17-β-Position notwendig. Eine π-π-Wechselwirkung würde die
Bindung zusätzlich verstärken. Dies kann aus der Abbildung A.1 auf Seite 137 geschlussfolgert
werden, da diese hoch konserviert auftreten (100% H-Brücken und 81,16% π-π-Wechselwirkun-
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Tabelle 3.14.: Übersicht aller Dreierkombinationen aus den drei extrahierten Strukturmotiven. Die Ausgangsstruktur
bezieht sich auf die repräsentative Proteinstruktur, aus dem das Suchmotiv seinen Ursprung hat. Die Aminosäureposition
beschreibt die Position der jeweiligen Aminosäure, aus denen sich das Strukturmotiv zusammensetzte.




























gen) und diese Interaktionstypen die stärksten nicht-kovalente Bindungsenergien aufweisen [67].
Die stabilste Bindungskonfiguration wäre möglicherweise jeweils eine H-Brücke an der 3- und eine
an der 17-β-Position sowie gleichzeitig eine π-π-Wechselwirkung zum A-Ring von E2. Auch wenn
die konservierten Wechselwirkungen durch unterschiedliche Aminosäuren, auch innerhalb einer
PF, ausgebildet werden, kann geschlussfolgert werden, dass die Proteinfunktion auch bei Verän-
derungen in der Sekundär- und Tertiärstruktur erhalten bleibt [17]. Wichtig ist, dass die selektiven
Wechselwirkungen (π-π-Wechselwirkung zu A-Ring; H-Brücken zur 3- und 17-β-Postion) zu E2
erzeugt wird. Diese Annahme wird dadurch bestätigt, dass innerhalb von zwei Proteinstrukturen
(1fdu und 1fdw), mindestens eine Mutation die E2-Bindungsstelle beeinflusste (Tabelle A.1, Seite
129), diese jedoch weiterhin in der Lage sind, E2 erfolgreich zu binden [156].
3.4. Suche nach den repräsentativen Strukturmotiven in der PDB
Mittels Fit3D war es möglich, ausgehend von den 12 Strukturmotiven (Tabelle 3.14), 15 neue
Strukturmotive in den Proteinen aus der PDB zu finden. Jedoch haben nur fünf der insgesamt
12 Strukturmotive zu einem Ergebnis geführt, die zu zwei der vier Ausgangsstrukturen zugehö-
rig waren (Tabelle 3.15). Das Triplett-Strukturmotiv NVS aus der Proteinstruktur 1lhu-A konnte in
zwei Proteinstrukturen durch Fit3D gefunden werden, die nicht Teil des ursprünglichen Datensat-
zes waren. Jedes der vier Triplett-Strukturmotive aus der Ausgangsstruktur 3uud-A wurde durch
Fit3D in 13 Proteinstrukturen gefunden und fünf von diesen waren nicht Teil des ursprünglichen
Datensatzes (Tabelle 3.15). Die insgesamt 15 gefundenen Strukturmotive gehörten zu sieben ver-
schiedenen Proteinstrukturen, von denen nur drei mehr als einen Treffer enthielten: 3k6p-A (drei),
3oll-A (vier) und 5dxe-B (vier). Es ist zu beachten, dass nur einige Proteinstrukturen, die aus
dem ursprünglichen Datensatz bestehen, Treffer lieferten, da die meisten von ihnen aufgrund ihrer
Redundanz durch PISCES3 [157] entfernt wurden. Nur die Proteinstrukturen 1aqu-A, 3oll-A und
5dxe-B waren in der für diese Arbeit verwendeten CulledPDB-Liste enthalten. 1aqu-A wurde von
Fit3D nicht gefunden, während die beiden anderen mehrere Treffer hervorbrachten (Tabelle 3.15).
In Abbildung 3.10 ist zu erkennen, dass das gefundene Strukturmotiv N-736, V-610, S-677, aus
3http://dunbrack.fccc.edu/pisces/
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der Proteinstruktur 4l6h-A und Triplett-Suchmotiv N-82, V-105, S-128, aus der Proteinstruktur
1lhu-A, eine hohe geometrische Ähnlichkeit aufwies. Der TM-Score wies jedoch auch eine hohe
strukturelle Differenz hin. Die Aminosäuren V-610 und S-677 befinden sich auf zwei unterschied-
lichen β-Strands und die N-736 innerhalb einer Turn-Region (DSSP-Annotation). Außerdem be-
findet sich das gefundene Strukturmotiv, in unmittelbarer Nähe der Zink-Bindungsstelle. Dennoch
ist hervorzuheben, dass in der Proteinstruktur 4l6h-A das Motiv tief in seinem hydrophoben Kern
verborgen ist und durch die Analyse der Strukturoberfläche, kein Weg zur Ligandzugänglichkeit
gefunden wurden.
Tabelle 3.15.: Durch Fit3D gefundene Triplett-Strukturmotive in den Proteinen der PDB, ausgehend von den Dreier-
kombinationen der Ausgangs-Strukturmotive. Die Ausgangsstruktur bezieht sich auf die repräsentative Proteinstruktur,
aus der das Suchmotiv stammt. Die gefundene Strukturen beziehen sich auf diejenigen PDB-Strukturen, in denen das
Strukturmotiv gefunden wurden. Die Aminosäureposition beschreibt den Namen der Aminosäure und dessen Position
innerhalb der Proteinstruktur für jeden Treffer. Pfam-ID bezieht sich auf die PF jedes Treffers. TM-Score beschreibt die
globale Ähnlichkeit zwischen Ausgangsstruktur und gefundenen Struktur für jeden Treffer.








1lhu-A NVS 2 0,429548 1d2s-A  N-82, V-105, S-128 PF00054 0,989
1,195827 4l6h-A  N-736, V-610, S-677 PF01717 0,177
3uud-A ERF 4 0,062962 5dxe-B E-353, R-394, F-404 PF00104 0,995
0,605685 4n1y-A  E-290, R-331, F-342 PF00104 0,942
0,883585 3oll-A E-305, R-346, F-356 PF00104 0,948
1,172603 3k6p-A  E-331, R-372, F-382 PF00104 0,829
ERH 4 0,111222 5dxe-B E-353, R-394, H-524 PF00104 0,995
0,264722 3oll-A E-305, R-346, H-475 PF00104 0,948
0,936685 2e2r-A  E-275, R-316, H-434 PF00104 0,920
1,054073 3k6p-A  E-331, R-372, H-494 PF00104 0,829
EFH 2 0,106797 5dxe-B E-353, F-404, H-524 PF00104 0,995
0,922841 3oll-A E-305, F-356, H-475 PF00104 0,948
RFH 3 0,090013 5dxe-B R-394, F-404, H-524 PF00104 0,995
0,895596 3oll-A R-346, F-356, H-475 PF00104 0,948
1,113492 3k6p-A R-372, F-382, H-494 PF00104 0,829
 Waren nicht im Ausgangsdatensatz enthalten.
Fünf der sieben gefundenen Proteinstrukturen waren nicht Teil des ursprünglichen Datensatzes,
da ihre Kristallstrukturen E2 als Liganden nicht enthielten. Die Vorgehensweise demonstriert die
Machbarkeit konservierte Strukturmotive aus einer Reihe bekannter Strukturen durch automati-
sierte und Hochdurchsatz-Datenbankabfragen in unbekannte Proteinstrukturen zu finden. Darüber
hinaus erwies sich der in dieser Arbeit verfolgte Ansatz als geeignet, ein konserviertes E2-binden-
des Aminosäure-Strukturmotiv in einer Struktur zu identifizieren, die sehr divers zu den bekannten
Proteinen war, von denen das Motiv abgeleitet wurde (Tabelle 3.15, Proteinstruktur 4l6h-A). Die
Proteinstruktur 4l6h ist eine Kristallstruktur der Candida albicans Methionin-Synthase im Komplex
mit Methotrexat und Homocystein [158]. Sowohl die Proteinstruktur als auch der enzymatische Me-
chanismus unterscheidet sich von der Methionin-Synthase der Säugetieren [158]. Durch auffinden
des Motivs NVS und dessen geometrische Anordnung innerhalb der Proteinstruktur 4l6h-A zeigt,
dass der verfolgte Ansatz evolutionär entfernte Proteine identifizieren kann, die potenziell in der
Lage sind, einen bestimmten niedermolekularen Liganden zu binden, ohne sich auf die allgemeine
Strukturhomologie zu stützen. Da das gefundene Motiv in der Struktur 4l6h-A ein nachgewiesenes
Potenzial besitzt E2 zu binden, jedoch nicht für Wasser und E2 zugänglich zu sein scheint, sollte
diese Struktur einer molekularen Andockanalyse unterzogen werden. So kann bereits mit einer in
silico Analyse festgestellt werden, ob E2 tatsächlich auf die identifizierte mutmaßliche Bindungs-
stelle zugreifen kann. Diese Analyse könnte mit PyMol-Plugins, AutoDock und/oder Autodock
Vina durchgeführt werden, wie von SEELIGER AND DE GROOT beschrieben [159]. Die Proteinstruk-
tur 1aqu-A wurde nicht von der Abfrage gefunden, obwohl ihre Kristallstruktur E2 als Liganden
beinhaltet. Demnach gibt es Raum für Verbesserungen des in dieser Arbeit verfolgten Ansatzes.
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Abbildung 3.10.: Strukturmotiv der E2-bindenden Aminosäuren, die mit Fit3D in der Proteinstruktur 4l6h-A gefunden
wurden. (A) Oberflächendarstellung der Proteinstruktur 1lhu-A (blau) und 4l6h-A (orange). (B): Strukturalignment des
Tripplett-Suchmotivs und gefundenen Motivs. Blau: Strukturmotiv aus der Proteinstruktur 1lhu-A. Die Aminosäure K-
134 ist Teil der Quartett-Strukturmotiv aus der Proteinstruktur 1lhu-A, war jedoch nicht innerhalb der Proteinstruktur
4l6h-A enthalten.
3.5. Zusammenfassung und Schlussfolgerung
E2 war nicht immer über die gleichen Interaktionstypen oder Kombinationen davon innerhalb der
Proteine gebunden. Darüber hinaus ist nach der Analyse der E2-Bindungsstellen in den Kristall-
strukturen der PDB ersichtlich, dass dieser Ligand Wechselwirkungen mit unterschiedlichen Ligand-
bindenden Aminosäuren in verschiedenen E2-Protein-Komplexen erzeugte und dass diese Amino-
säuren mindestens drei konservierte 3D-Anordnungen bewirkten (Abbildung 6.1). Darüber hinaus
wurde festgestellt, dass die Ligand-bindenden Aminosäuren von E2 keine gemeinsame 3D-Anord-
nung haben, aber geometrisch konservierte Wechselwirkungen in E2-Bindungsstellen existierten.
Hydrophobe Wechselwirkungen in E2-Bindungstaschen waren vorherrschend. Es wurde jedoch
auch festgestellt, dass für die Bindung von E2 eine π-π-Wechselwirkung am A-Ring des Ligan-
den und mindestens eine H-Brücke an einer der Hydroxylgruppe, an den Positionen 3 und 17-β,
hoch konserviert und daher notwendig sind. Die direkten H-Brücken wurden durch die Carbonyl-
und Aminogruppe zu beiden Positionen von E2 ausgebildet. Zusätzlich konnten die funktionellen
Gruppen Hydroxymethyl und Guanidino identifiziert werden, die zur 3-Postion von E2 H-Brücken
ausgebildet haben. Hingegen wurden weitere H-Brücken an der 17-β-Postion durch die funktio-
nellen Gruppen Phenol und Imidazol ausgebildet. Als funktionelle Gruppen, die zur Ausbildung
der π-π-Wechselwirkung führten, konnten die Ringsysteme Phenol und Benzol identifiziert wer-
den.
Weiterhin wurde festgestellt, dass insgesamt vier verschiedene Ligand-bindenden Aminosäure-
Strukturmotive, die in E2-Protein-Komplexen identifiziert wurden, in Proteinstrukturen vorhanden
sind, die nicht im ursprünglichen Datensatz dieser Arbeit enthalten waren. Eine dieser neu entdeck-
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ten Proteinstrukturen (4l6h-A) ist evolutionär entfernt und strukturell stark von allen im Anfangs-
datensatz enthaltenen Proteinstrukturen verschieden. Darüber hinaus kann nun der Schluss gezo-
gen werden, dass diese Ergebnisse die Praktikabilität der Vorgehensweise bestätigen, konservierte
Strukturmotive aus einer Reihe bekannter Strukturen durch automatisierte und Hochdurchsatz-Da-
tenbankabfragen, in unbekannten Proteinstrukturen, zu finden.
Als zusätzliches Ergebnis ist hervorzuheben, dass die zirkuläre Darstellung der DSSP-Annotation
und Ligand-bindenden Aminosäuren einer Proteinstruktur, ein sehr nützliche Visualisierungstechnik
ist, dass eine Integration und die Erkennung von Beziehungen zwischen Primär-, Sekundär- und
Tertiärstruktur eines Proteins ermöglicht.
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4. In silico Überführung von DNA- in
PNA-Strukturen
Neben den Proteinen und den Aptameren auf DNA Basis, die in dieser Arbeit betrachtet werden,
nimmt auch die PNA einen wichtigen Stellenwert bei der Interaktionsanalyse der E2-Targetstruk-
turen ein. DNA- und RNA-Aptamere sind bei einem in vivo Einsatz besonders anfällig für die
Degradation der entsprechenden Enzyme, wie Nukleasen und Ribonukleasen. Für eine robuste
Detektion oder Filterung von anthropogenen Spurenstoffen ist die PNA eine stabile Alternative,
da diese resistent gegen den Abbau durch Nukleasen und Proteasen ist [15]. Das E2-spezifische
Aptamer von ALSAGER ET AL. [25] soll in die robustere PNA überführt, mittels MD-Simulation der
Komplex (E2-PNA-Aptamer) berechnet und die mögliche Bindungsstelle von E2 identifiziert wer-
den. Bereits 1998 publizierten SEN UND NILSSON einen theoretischen Ansatz, der beschrieb, wie
DNA in eine PNA überführt werden kann [141]. Dieser basiert im wesentlichen auf vier Schritten:
I) Austauschen von Atomen des Rückgrats, II) Entfernungen der Atome, die nicht in der PNA ver-
treten sind, III) Berechnung fehlender Atome und VI) hinzufügen der fehlenden Wasserstoffatome.
Der algorithmische Ablauf wird in der folgenden Tabelle 4.1 aufgeführt.
Das Entfernen sowie das Austauschen der DNA Atome zur Überführung in PNA und die Berech-
nung der fehlenden PNA-Rückgratatome wurde mit der Programmiersprache Java umgesetzt.
Dazu wurde das SiNGA Framework eingesetzt1 um den PNAtor2 zu entwickeln. Das SiNGA Fra-
mework ermöglicht eine komfortable Handhabung durch vordefinierte Methoden und Funktionen
für den Umgang mit 3D-Strukturen.
Das SiNGA Framework erlaubt durch eine integrierte Methode, dass die Wasserstoffatome beim
einlesen der Strukturdatei nicht berücksichtigt werden. Die Atome des DNA-Rückgrats OP1, OP2
und O4’ sollten entfernt und die Koordinaten für die Atome O1’ sowie O7’ des PNA-Rückgrats
berechnet werden. Das Atom O1’ ist im PNA-Rückgrat über eine Doppelbindung an das C’
gebunden. Das O7’ Atom geht mit dem PNA-Atom C7’ eine Doppelbindung ein. Die Doppelbin-
dungslänge wurde aus dem AMBER 99 Kraftfeld [146] extrahiert und beträgt 1,2 Å zwischen dem
Kohlenstoffatom und dem Sauerstoffatom. Die Vorschriften für die automatisierte Überführung von
DNA und RNA zu PNA wurde in drei Abschnitte eingeteilt: 1) die Rekonstruktion der fehlenden
Atome O1’ und O7’, 2) die Austausche der DNA- beziehungsweise RNA- zu PNA-Rückgratatome
und 3) die Entfernung der nicht benötigten Atome (Tabelle 4.1). Die Rekonstruktion des PNA O1’
Atoms wird durch die Lage der Phosphodiesterbindung, genauer durch die Koordinaten der drei
Atome OP1, P und OP2 bestimmt. Das Phosphodiester besitzt eine tetraedrische Molekülgeome-
trie und ist daher nicht planar. Für die Berechnung der O1’ Koordinaten wurde jedoch nur drei von
fünf Atomen benötigt. Die Koordinaten der drei DNA Atome OP1, P und OP2 wurden in die Vek-
toren p(OP1), p(P ) und p(OP2) überführt. Anschließend wurde der Mittelpunktvektor m(OO),
der sich aus den beiden Vektoren p(OP1) und p(OP2) zusammensetzt, nach der Berechnungs-
vorschrift m(OO) = 12 · (p(OP1) + p(OP2)) ermittelt. Anschließend wurde der p(P ) vom p(OO)
nach folgender Vorschrift subtrahiert p(mP ) = p(OO) − p(P ) und p(mP ) ist in die Richtung
1https://github.com/singa-bio/singa
2https://github.com/eisold/PNAtor
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Tabelle 4.1.: Vorschriften und Reihenfolge zur in silico Transformation von DNA- und RNA- in eine PNA-Struktur. Die
Schritte wurden nach dem Vorbild, der von NIELSEN ET AL. [33] beschrieben wurde, umgesetzt. Alle Parameter sind im
Text entsprechend aufgeführt. Die PDB-File Annotationen für PNA-Strukturen wurde eingehalten [160].






























wenn es sich um ein RNA-Molekül handelt, dann O2’
∗ Innerhalb des PDB-Files nicht immer am 5’-Ende vorhanden.





konnte der Vektor durch Skalarmultiplikation um eine Distanz von l = 1, 2, was der Distanz einer
Kohlenstoff-Sauerstoff-Doppelbindung entspricht, verlängert werden p(O7′) = p(mP ) ·l. Von dem
Vektor p(O7′) wurden die Koordinaten extrahiert und das Atom mit der Bezeichnung O1’ gene-
riert. Innerhalb der Tabelle 4.1 wurden die ausführlichen Terme in einem Term zusammengefasst.
Die Koordinaten des Atoms O7’ wurde aus den DNA-Atomen C1’, C2’ und C3’, durch selbige
Methodik, jedoch mit invertierten Richtungsvektor, bestimmt und generiert (Tabelle 4.1). Anschlie-
ßend werden die in der Tabelle 4.1 unter Nummer zwei beschrieben Austausche der Namen und
Elemente vorgenommen und die nicht benötigten Atome aus der Struktur entfernt. Schlussendlich
wird das PDB File mit den 3D-Koordinaten der umgewandelten PNA-Struktur erzeugt.
Die Funktionsweise der Implementierung wurde unter anderem mit der DNA-Aptamer-Struktur
PDBID: 1old aus der PDB [34, 35] und mit Strukturen, die mittels RNAcomposer [161] erzeugt
wurden, getestet. Weiterhin wurde der PNAtor für die Überführung des E2-spezifischen Aptamers
von ALSAGER ET AL. [25] verwendet und in Kapitel 5.2 für die Komplexsimulation zwischen E2 und
dem PNA-Aptamer verwendet. Es ist zu beachten, dass es sich bei der erzeugten PNA-Struktur um
eine Rohfassung handelt und diese keine Wasserstoffatome besitzt. Die PNA kann lediglich durch
das veröffentlichte PNA-spezifische Kraftfeld3 die korrekte Ausrichtung erlangen. Die Wasserstof-
fatome wurden mittels AmberTools16 Routinen [162] hinzugefügt. Anschließend kann die PNA-
Struktur mittels Groningen Machine for Chemical Simulations (GROMACS) unter der Verwendung
des PNA-spezifischen Kraftfelds simuliert werden.
3http://upjv.q4md-forcefieldtools.org/REDDB/projects/F-93/
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5. Molekulardynamische Simulationen der
Aptamere
In diesem Kapitel werden alle Ergebnisse der durchgeführten MD-Simulationsstudien präsentiert
und diskutiert. Die jeweiligen Simulationen der Komplexe sind in Untersektionen gegliedert. Dar-
über hinaus werden die beobachteten Interaktionen zwischen E2 und den unterschiedlichen Ap-
tameren gegenübergestellt und miteinander verglichen. Zur Analyse werden unter anderem die
Wurzel aus der mittleren quadratischen Abweichung (engl. root-mean-square deviation, Abk.
RMSD) der Atompositionen, der Gyrationsradius (Rg), die Anzahl der ausgebildeten H-Brücken,
die Wurzel aus der mittleren quadratischen Fluktuation (engl. root-mean-square fluctuation, Abk.
RMSF) der Atompositionen, Kontaktkarten und energetische Analysen verwendet. Ziel dieser Studie
war es, die Wechselwirkungen zwischen E2 und unterschiedlichen Aptameren zu erfassen und die
Bindungseigenschaften zu beschreiben. Für die Detektierung der Interaktionen zwischen Liganden
und der Targetstrukturen wurde ebenfalls das PLIP Tool [148] verwendet. Die nicht-kovalente In-
teraktionsanalyse zwischen Ligand und dem Aptamer, wurde sowohl auf atomarer Ebene als auch
für einzelne Basen des Aptamers durchgeführt. Es wurde festgestellt, dass neben den H-Brücken
und π-π-Wechselwirkungen, auch die wasservermittelten H-Brücke wichtig für die Bindung von
E2 sind. Die erzielten Ergebnisse tragen zu einem besseren Verständnis der Ligand-Aptamer-Bin-
dung bei, insbesondere durch die Kombination der hier verwendeten Methoden. Die aufgestellte
Nomenklatur in Abbildung 5.1 wird im gesamten Kapitel 5 verwendet.
Abbildung 5.1.: Nomentklatur der untersuchten Ligand-Aptamer-Komplexe exemplarisch am PNA Aptamer mit einer
Länge von 35 Basen und dem Ligand E2.
Weiterhin ist in der Abbildung 5.2 eine Übersicht aller in der Studie verwendeten Aptamere inklusi-
ve gebundene Liganden schematisch dargestellt. Diese soll als Überblick und zur Orientierung für
nachfolgende Ergebnisse dienen. Zu den jeweiligen Aptamer-Simulationen sind die korrespondie-
renden Kapitel angegeben. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse basieren auf theoretischen
Methoden und sollten daher mit Vorsicht betrachtet werden, da keine experimentelle Bewertung
der Bindungsstelle von E2 und weiterer Liganden durchgeführt wurden.
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Abbildung 5.2.: Überblick aller verwendeten Aptamere. Dargestellt wird die Bezeichnung laut Nomenklatur (Abbildung
5.1), Anzahl der Basen, experimentelle Art, schematische Abbildung, Ligand Abkürzung, Aptamersequenz in 5’-3’-
Richtung und die jeweiligen Kapitel, in dem die Ergebnisse dargestellt werden.
5.1. Komplexsimulation zwischen E2 und dem Apt35
Da keine experimentell ermittelte 3D-Struktur des Aptamers existiert, muss diese zunächst model-
liert werden. Basierend auf der zweidimensionalen (2D)-Darstellung der ssDNA (Abbildung 5.3A)
wurde die 3D-Struktur mit dem MacroMolecule Builder (MMB) [163] erzeugt (Abbildung 5.3B).
Diese diente als Ausgangspunkt der durchgeführten MD-Simulationen. Das E2-spezifische Ap-
tamer besteht aus fünf ungebundenen Basen AAGGG am 5’-Ende, vier ungebundenen Basen AGTG
am 3’-Seite und folgenden SSE: einer Stammregion (SR) mit sechs intramolekularen Basenpaaren,
einem asymmetrischen inneren Loop (AIL) und einer HL-Region (Abbildung 5.3A). Anhand einer
Kontaktkarte (Abbildung 5.3C) kann überprüft werden, ob die erwarteten SSE nach der Gene-
rierung des 3D-Modells beobachtet werden können. Die Kontaktkarte zeigt, wie weit die Basen
in der 3D-Struktur der ssDNA voneinander entfernt sind. Orangefarbene Bereiche in den her-
vorgehobenen SSE zeigen die gebildeten Basenpaare der 3D-Struktur und haben einen Abstand
zwischen 1,54 Å und 1,92 Å. Die Basen, die die AIL-Region bilden, haben einem Abstand zwi-
schen 13,10 Å und 15,00 Å (dunkelblaue Farbe in Abbildung 5.3C). Die generierte 3D-Struktur
mit den gebildeten SSE wurde als Ausgangsstruktur für die MD-Simulation verwendet.
Mit dem MMB (auch RNABuilder genannt) war es möglich, die Basenpaare der ssDNA-Struktur auf
Basis der Sekundärstruktur vorherzusagen und zu modellieren. Das MMB Tool wurde hauptsäch-
lich für die Modellierung von RNA-Strukturen eingesetzt [163, 164], wurde jedoch auch erfolg-
reich für die Modellierung von ssDNA-Strukturen angewandt [165, 166]. Die vorhergesagten SSE
konnten vollständig mit dem MMB Tool modelliert werden (Abbildung 5.3B,C). Mittels der grob-
körnigen Modellierungsmethode (engl. coarse-grained modeling method), auf der das MMB Tool
basiert, war es möglich die unbekannte E2-spezifische 3D-DNA-Aptamerstruktur [25] aus der 2D-
Struktur zu modellieren. Das MMB Tool wurde bereits in weiteren Studien erfolgreich angewandt
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Abbildung 5.3.: 2D und 3D Darstellung des Apt35 und Kontaktkarte der Aptamer-Basen. (A) 2D-Struktur des E2-
spezifischen Aptamers, identifiziert durch ALSAGER ET AL. [25]. Schwarz markierte Basen sind gepaart, rot markierte
ungepaar und repräsentieren die SSE. (B) Modellierte Struktur des E2-spezifischen Aptamers mittels MMB [163]. Das
5’-Ende ist innerhalb der Struktur rot und das 3’-Ende gelb dargestellt. (C) Kontaktkarte zur Bestimmung der Distanzen
zwischen den jeweiligen Basen des Aptamers. Sehr nah beieinander liegende Basen werden rot und orange dargestellt.
SSE sind schwarz eingerahmt. Innerhalb der gerahmten Bereiche zeigen die orangefarbenen Felder die gebildeten SSE
mit einem Distanzbereich zwischen 1,54 Å und 1,92 Å. Basen im AIL-Region haben einen Abstand zwischen 13,10 Å
und 15,00 Å. AIL: asymmetrischer innerer Loop. HL: Hairpin Loop. SR: Stamregion.
[167, 168]. HILDER AND HODGKISS [124] beschrieben in ihrer Studie die DNA-Strukturvorhersage
des E2-spezifischen DNA-Aptamers mittels des RNAcomposer’s [161]. Der RNAcomposer basiert
auf Fragmentbibliotheken, die aus bekannten Strukturen für den Aufbau von RNA-Molekülen ge-
neriert wurden [161]. Der RNAcomposer wurde in dieser Studie nicht für die Vorhersage der DNA-
Aptamer-3D-Struktur verwendet, da dieser nur für die Vorhersage von RNA-Strukturen empfohlen
wird [161]. Deshalb wird in dieser Arbeit das MMB Tool verwendet, weil diese Methode auch für
die Erzeugung von DNA-3D-Strukturen geeignet ist [163]. Neben dem MMB und dem RNAcom-
poser gibt es weitere Methoden, die in der Lage sind, einzelsträngige tertiäre Nukleotidstrukturen
vorherzusagen [169, 170]. Weitere Methoden sind jedoch notwendig, da die kristallographische
Strukturbestimmung von Aptameren und Ligand-Aptamer-Komplexen eine Herausforderung dar-
stellt [171, 172, 173].
Um das Verhalten der modellierten E2-spezifischen Aptamerstruktur und das Bindungsverhalten
von E2 innerhalb der Bindungstasche zu untersuchen, wurde eine MD-Simulation mit GROMACS
durchgeführt. In dieser Arbeit wurden zwei MD-Simulationen durchgeführt und miteinander ver-
glichen. Zunächst wurde eine Aptamer-Simulation ohne Ligand durchgeführt, die so genannte
aptamerfreie (Apt35) Struktursimulation. Anschließend wurde das gleiche Aptamer mit Ligand si-
muliert, bezeichnet als E2-Aptamer-Komplex (Apt35E2) Simulation. Beide Simulationen hatten
den gleichen Ausgangspunkt und wurden verglichen, um strukturelle Unterschiede zu identifizie-
ren. Für die Stabilitätsanalysen der E2-spezifischen Aptamerstrukturen über den Simulationsverlauf,
wurden verschiedene Analysemethoden eingesetzt. Der Rg ist ein etabliertes Maß zur Bestimmung
der Strukturstabilität und Kompaktheit von modellierten Strukturen [174]. Das Rg-Diagramm in
Abbildung 5.4A zeigt den Vergleich der Strukturen Apt35 und Apt35E2. Beide Strukturen zeigten
eine Stabilisierung nach einer Simulationszeit von 15 ns. Von diesem Zeitpunkt an werden beide
Strukturen im Gleichgewicht betrachtet. Der durchschnittliche Rg-Wert der Apt35-Struktur beträgt
20,10 ± 1,56 Å. Bei Apt35E2 blieb dieser Wert mit einem durchschnittlichen Rg-Wert von 19,88
± 1,48 Å nahezu unverändert.
Ähnlich wie der Rg-Wert kann auch die Anzahl der intramolekular gebildeten H-Brücken zu einem
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grundlegenden Verständnis der Stabilität der Aptamerstruktur beitragen [175]. Die Gesamtzahl der
H-Brücken von Apt35 und Apt35E2 ist in Abbildung 5.4B dargestellt. Die Anzahl der H-Brücken
hat sich im Laufe der beiden Simulationen erhöht. Die durchschnittliche Anzahl lag bei 30,3 ± 3,5
für Apt35 und 30,6 ± 3,7 für Apt35E2. Die minimale Anzahl lag bei 22 für beide Simulationen
und die maximale Anzahl 41 für Apt35 und 43 für Apt35E2. Beide Strukturen haben eine ähnlich
hohe Kompaktheit, basierend auf dem geringen Rg-Wert und einer annähernd konstanten Anzahl
der H-Brücken.
Die dynamische Stabilität des E2-spezifischen Aptamers während der Simulation wurde mit Hilfe
von RMSD analysiert. Der Verlauf des RMSDs von Apt35 und Apt35E2 während der Simulati-
onszeit ist in Abbildung 5.4C dargestellt. Der maximale RMSD von Apt35 lag bei 18,93 Å. Der
durchschnittliche RMSD von Apt35 lag bei einem Wert von 12,28 ± 2,17 Å. Von ca. 11 bis 15
ns begann sich die Apt35-Struktur stark zu verbiegen. Dies brachte das 5’-Ende und die HL-Re-
gion sehr dicht zusammen. Die RMSD-Werte lagen in dieser Zeit zwischen 11,89 Å und 18,93
Å. Anschließend haben sich die beiden Aptamer-Strukturelemente in den ursprünglichen Zustand
zurück versetzt. Auch die Rg war in diesem Zeitraum einer höheren Fluktuation zwischen 17,54
Å und 21,04 Å ausgesetzt. Bei Apt35E2 erreichte der RMSD-Wert ein Maximum von 13,38 Å
und einen mittleren RMSD-Wert von 10,99 ± 1,27 Å. Das Gleichgewicht in der Apt35-Struktur
wurde nach einer Simulationszeit von 16,25 ns erreicht (Abbildung 5.4C). Im Gegensatz dazu
stabilisierte sich die Apt35E2-Struktur bereits nach 15 ns.
Die Berechnung des RMSF wird verwendet, um die Flexibilitätsunterschiede zwischen den Atomen
zu bewerten. Die RMSF-Werte charakterisieren die strukturelle Flexibilität und wurde für die Tra-
jektorien von Apt35 sowie Apt35E2 berechnet und sind in Abbildung 5.4D gegenübergestellt. Die
Basen der E2-Bindungsstelle sind Teil der AIL-Region (T12 und T24) und des SR (C26). Die RMSF-
Werte für diese einzelnen Basen sind 3,18 Å (T12), 5,20 Å (T24) und 4,20 Å (C26) für die Apt35-
Trajektorie. Bei Apt35E2 sinken diese Werte auf 3,10 Å (T12), 4,31 Å (T24) und 3,61 Å (C26). E2
ist Teil der Apt35E2 MD-Simulation und zeigt eine geringe Positionsänderung innerhalb des E2-
spezifischen Aptamers, dargestellt durch den RMSF-Wert von 2,81 Å (Abbildung 5.4D, E2 ist als
rote Linie dargestellt).
MD-Simulationen erlauben die Beobachtung des Bindungsverhaltens zwischen Aptamer und Li-
gand über einen definierten Zeitraum. Die Bindungsanalyse bei jedem einzelnen Zeitschritt zeigt
die an der Bindung beteiligten Basen des Aptamers und die chemischen Bindungsarten, die zur
Bindung von E2 beigetragen haben. Die Strukturanalyse hat gezeigt, dass die SSE während der
MD-Simulation beibehalten und manifestiert wurden (Abbildung 5.5A,B). Insbesondere die Basen
in der AIL-Region haben sich zusammengezogen und weisen nun eine maximale räumliche Di-
stanz von 8,46 Å auf (Abbildung 5.5B). Die Ligandenbindung erfolgt innerhalb der AIL-Region des
E2-spezifischen Aptamers (Abbildung 5.5A). Aus der Kontaktkarte wurde deutlich, dass die Basen
G11, T12, G23, T24, T25 und C26 den geringsten Abstand zu E2 haben (Abbildung 5.5B). G11
und C26 sind Teil der SR und haben einen Abstand von 2,31 Å und 1,92 Å zu E2. Alle vier Basen
der AIL-Region haben einen geringen Abstand zu E2. Dazu gehören T12 mit einem Abstand von
2,69 Å, G23 mit 2,31 Å, T24 mit 1,92 Å und T25 mit 2,31 Å.
Die Simulationen wurden mit GROMACS [176] und dem Kraftfeld AMBER 99 [146] durchgeführt.
GROMACS ist neben anderen Simulationssoftwarepaketen wie CHARMM [177], NAMD [178]
und AMBER [179] eine etablierte Software für anspruchsvolle Simulationssysteme. Die Kraftfelder
AMBER 99 [146] und AMBER 99 parmbsc0 [180] haben sich als besonders geeignet für Simu-
lationen von Nukleotidstrukturen erwiesen, da diese einen verbesserten Ionenparameter für die
Interaktion mit Nukleotiden enthalten. Neben diesen Kraftfeldern existieren noch weitere Kraft-
felder wie AMBER 03 [181], GROMOS 53A6 [144] und CHARMM27 [182], die zur Simulation
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Abbildung 5.4.: Stabilitätsanalysen der Aptamerstrukturen versus 25 ns MD-Simulationszeit für Apt35 (orange Linie)
und Apt35E2 (blaue Linie): (A) Gyrationsradius; (B) Anzahl der H-Brücken innerhalb der Aptamerstruktur; und (C)
Strukturabweichung (RMSD-Berechnung) im Verlauf der MD-Simulation in Bezug auf die Ausgangsstrukturen von Apt35
und Apt35E2. (D) RMSF-Vergleich zwischen Apt35 und Apt35E2. E2 ist Teil der Apt35E2 MD-Simulation und wird als
rote Linie dargestellt. Die verschiedenen Sekundärstrukturen des E2-spezifischen Aptamers sind oberhalb des RMSF-
Diagramms dargestellt. Die Hauptbindungsbasen von E2 sind mit einem Sternsymbol gekennzeichnet (∗).
von Nukleotiden verwendet werden können. Simulationen mit ssDNA-Molekülen wurden bereits
mit den oben genannten Kraftfeldern durchgeführt [183, 184, 185]. Eine erfolgreiche Ligand-
Aptamer-Komplex-Simulation wurde von LIN ET AL. im Jahr 2012 durchgeführt, um den Induced-
Fit-Mechanismus [69] zu untersuchen, der durch die Bindung von L-Argininamid durch DNA-
Aptamer (Apt24ARM) ausgelöst wurde [77]. Der Strukturvergleich zwischen Apt35 und Apt35E2
ergab eine leichte Konformationsänderung. Diese Änderung deutet auf einen durch die E2-Bin-
dung hervorgerufenen Induced-Fit-Mechanismus hin. Um diese Ergebnisse zu validieren, wären
weitere MD-Simulationen erforderlich, die die folgenden Schritte umfassen: (I) kurze Aptamersimu-
lation ohne Liganden; (II) Positionierung des Liganden in der Nähe der potentiellen Bindungsbasen
und Simulation der Komplexbildung; und (III) Simulation des Ligand-Aptamer-Komplexes. Die Bin-
dungseigenschaften und die Dynamik von E2 in Proteinstrukturen [186, 187] und DNA [188, 124]
wurden maßgeblich im Jahr 2017 durch MD-Simulationsstudien analysiert.
Interaktionsanalysen in Apt35E2
Zweite Säule der Interaktionsanalysen von E2-Targetstrukturen. Neben der Strukturanalyse und der
Beobachtung des Liganden E2 innerhalb der Aptamerstruktur wurde eine intensive Untersuchung
der gebildeten Wechselwirkungen zwischen E2 und der ssDNA durchgeführt. Ähnlich wie in Kapitel
3 werden die Interaktionen zwischen E2 und dem DNA-Aptamer analysiert und Rückschlüsse auf
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Abbildung 5.5.: Strukturanalyse des letzten Modells der Apt35E2 MD-Simulation. (A) 3D-Struktur des Apt35E2 mit
ausgebildeten SSE. Das 5’-Ende ist innerhalb der Struktur rot und das 3’-Ende gelb dargestellt. E2 wird als Stabmodell
und in roter Farbe dargestellt. Zur verbesserten Sichtbarkeit wurden alle Wassermoleküle und Ionen entfernt. (B) Kon-
taktkarte zur Bestimmung der Abstände zwischen den einzelnen Basen (Basenindex 1-35) und E2 (nr. 36) des letzten
Zeitschritts der MD-Simulation. Räumlich nah beieinander liegende Basen werden rot dargestellt. Die SSE und die Ba-
sen in der Nähe von E2 sind schwarz gerahmt. Innerhalb der gerahmten Bereiche zeigen die orange- und cyanfarbenen
Felder die gebildeten SSE mit einem Abstandsbereich zwischen 1,54 Å und 10,00 Å. Die Basen in der AIL-Region haben
einen Abstand zwischen 1,92 Å und 8,46 Å. Die orangefarbenen Felder der E2 nahen Basen haben einen Abstand
zwischen 1,92 Å und 2,69 Å. AIL: asymmetrischer innerer Loop. HL: Hairpin Loop. SR: Stamregion.
mögliche funktionelle Gruppen gezogen. Bei der Analyse werden sowohl die Interaktionen von
E2 zu den Basen- und Rückgratatome betrachtet. Damit gelingt der Vergleich zwischen DNA- und
PNA-Aptamer.
Die linke Seite von Abbildung 5.6 zeigt die absolute Häufigkeit der vier Bindungsarten zu jedem
Zeitschritt (A, C, E, G). Die rechte Seite zeigt die jeweiligen E2-Bindungsbasen von denen die
Wechselwirkungen ausgingen und das absolute Vorkommen (B, D, F, H). Es wurde festgestellt,
dass von allen detektierten H-Brücken lediglich eine H-Brücke zwischen E2 und dem Aptamer
in 79,20%, zwei H-Brücken in 17,28% und drei H-Brücken zu 0,12% ausgebildet wurden. In
3,40% der Fälle wurden keine H-Brücken zu E2 ausgebildet (Abbildung 5.6A). Die Bindungsba-
sen C26 mit 94,36% und T12 mit 17,68% haben H-Brücken zu E2 ausgebildet und gehören
zu den wichtigsten Wechselwirkungspartnern (Abbildung 5.6B und Tabelle 5.1). E2 bildete H-
Brücken zwischen seiner Hydroxylgruppe an der 3-Position als Donor und dem negativ geladenen
Sauerstoff aus der Phosphodiesterbindung des C26-Rückgratatoms als Akzeptor aus. Weitere H-
Brücken wurden zwischen der Hydroxylgruppe an der 17-β-Position von E2 als Donor und dem
Sauerstoff an der vierten Position des T12-Pyrimidinringes als Akzeptor detektiert. In der frühen
Phase der Simulation (bis ca. 6 ns) werden die π-π-Wechselwirkungen zu E2 und zwischen den
Basen G11, T12, T24 und C26 gebildet (Abbildung 5.6D). Während der 6 ns konnte in 3,65%
eine T-förmige π-π-Wechselwirkungen beobachtet werden. Für die restliche Zeit der Simulation
wurden parallele π-π-Wechselwirkungen zwischen den Pyrimidinring von T24 und des Cyclohex-
ans (A-Ring) von E2 beobachtet. In neun Fällen wurden die Bindung von E2 durch doppelte π-π-
Wechselwirkungen dominiert (Abbildung 5.6C). Dies bedeutet, dass in diesen Zuständen der MD-
Simulation gleichzeitig eine π-π-Wechselwirkungen von oben und eine von unten zum A-Ring von
E2 ausgebildet wurden. Neben π-π-Wechselwirkungen und direkten H-Brücken werden auch indi-
rekte H-Brücken, sogenannte wasservermittelte H-Brücken detektiert. Diese nehmen auch bei der
nicht-kovalenten Bindung des Liganden E2 eine wichtige Rolle ein. Die Basen G11, T12 und T25
waren hauptsächlich für die Bildung von wasservermittelten H-Brücken verantwortlich (Abbildung
5.6F). In zwölf Fällen wurde die Bindung von E2 von vier oder mehr wasservermittelten H-Brücken
dominiert (Abbildung 5.6E). E2 bildete ein Drittel der wasservermittelten H-Brücken über seine
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Hydroxylgruppe an 3-Position und zwei Drittel über seine Hydroxylgruppe an der 17-β-Position.
Die Basen G11, T12 und T24 waren hauptsächlich für die Bildung hydrophober Wechselwirkun-
gen verantwortlich (Abbildung 5.6H). E2 ist ein unpolares Molekül, daher hat die Analyse von
hydrophoben Wechselwirkungen ebenfalls einen hohen Stellenwert. Generell nehmen hydropho-
ben Wechselwirkungen eine wichtige Rolle bei der Bindung von Steroiden ein [148]. Während der
Simulation konnten maximal vier hydrophobe Wechselwirkungen beobachtet werden. Im Durch-
schnitt wurden 1,3 Wechselwirkungen zwischen E2 und dem Aptamer detektiert (Abbildung 5.6G).
Die Bindungsbasen G11 mit 22,72%, T12 mit 44,92% und T24 mit 40,08% waren die wichtigsten
hydrophoben Interaktionspartner von E2 (Abbildung 5.6H).
Generell wurde festgestellt, dass wasservermittelte H-Brücken eine wichtige Rolle in Target-Ligand-
Bindungskomplexen einnehmen [189, 190]. Erstmals wurden wasservermittelte H-Brücken, zwi-
schen Ligand und Aptamer, über den gesamten Zeitraum in einer MD-Simulation untersucht
und bewertet [19]. Die Abbildung 5.6F zeigt, dass alle Basen um E2 herum wasservermittelte
H-Brücken ausbildeten. Die Base G11 ist Teil der SR und spielt eine untergeordnete Rolle in Bezug
auf H-Brücken und π-π-Wechselwirkungen. Die Base T12 hingegen nahm bereits eine wichtige
Rolle bei der Bindung von E2 durch die Bildung von H-Brücken an der 3-Postion ein. Die zusätzlich
gebildeten wasservermittelten H-Brücken unterstützen die starke Verankerung von E2 in der AIL-
Region. Auf der Seite der 17-β-Position von E2 wurde die Bindung durch die wasservermittelten
H-Brücken verstärkt, die von der Base T25 ausgehen. Diese Base ist ebenfalls Teil der AIL-Region,
nahm jedoch bei Ausbildung von H-Brücken eine untergeordnete Rolle ein. Durch die π-π-Wech-
selwirkungen am A-Ring ist E2 in seinen Bewegungen an der 3-Position stärker eingeschränkt als
an der 17-β-Position. Dadurch konnten an der 3-Position von E2 selektivere H-Brücken gebildet
werden. Auf der 17-β-Position ist E2 jedoch dynamischer, so dass mehrere Zwischenzustände, die
wasservermittelten H-Brücken, erforderlich waren, um den Liganden zu stabilisieren. Demzufol-
ge wurde die Bindung mittels wasservermittelten H-Brücken, ausgehend von der Base T25, stark
unterstützt.
Die Wassermoleküle nahmen eine wichtige Rolle bei der Bindung von E2 durch das Aptamer ein,
da die möglichen wasservermittelten H-Brücken stark zur Bindung von E2 im Aptamer beigetragen
haben. Weiterhin wurde festgestellt, dass hydrophobe Wechselwirkungen auch in Target-Ligand-
Bindungskomplexen eine wichtige Rolle einnehmen [191]. E2 ist ein Molekül mit niedriger Polarität
aufgrund seines dominanten Kohlenwasserstoffskeletts. Daher wurden die hydrophoben Wechsel-
wirkungen in der Interaktionsanalyse berücksichtigt (Abbildung 5.6G und H). Die vier Basen G11,
T12, T24 und C26 waren an der Bildung hydrophober Wechselwirkungen maßgeblich beteiligt.
Die wichtigsten Basen nahmen daher eine doppelte und dreifache Rolle bei der Bindung von E2
ein. Die Base T12 bildete neben den H-Brücken auch wasservermittelte H-Brücken und hydropho-
be Wechselwirkung aus. Die Base T24 war in der Lage die Interaktionen π-π-Wechselwirkungen
und hydrophobe Interaktionen zu E2 auszubilden. Darüber hinaus konnte die Base C26 die Inter-
aktionstypen H-Brücken und hydrophobe Wechselwirkungen zu E2 bilden. Es ist denkbar, dass die
Basen in den Studien von HILDER AND HODGKISS [188, 124] auch eine vielfältige Rolle bei der
Bindung von E2 ein genommen haben, ähnlich wie es bei Aminosäuren in der Studie von JEREVA
ET AL. herausgefunden wurde [187].
Um die Bindung zwischen Aptamer und Ligand auf molekularer Ebene zu verstehen, ist es hilfreich,
die Aptamer-Basen zu bestimmen, die mit dem Liganden interagieren. Die mit E2 stark wechselwir-
kenden Basen waren T12, T24 und C26. Neben der Interaktionsdetektion kann die Bestimmung
der Bindungsstärke zwischen Target und Ligand ebenfalls bei der Identifizierung der Hauptbin-
dungsbasen beitragen. Die Bestimmung der Bindungsstärke kann mit verschiedenen energieba-
sierten Ansätze untersucht werden. In dieser Arbeit wurde die Molekülmechanik Poisson-Boltzmann
Oberfläche (MM/PBSA) Methode [192, 193] verwendet, um die Bindungsstärke zwischen dem Ap-
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Abbildung 5.6.: Apt35E2 Interaktionsanalysen der interagierenden Aptamer-Basen zu E2. Die Abszisse stellt den je-
weiligen Zeitschritt der gesamten MD-Simulation dar. Die Ordinaten der linken Diagramme (A, C, E, G) zeigen die
absolute Häufigkeit der verschiedenen Wechselwirkungen. Die Ordinaten der rechten Diagramme (B, D, F, H) zei-
gen alle Basen, die in Wechselwirkung mit E2 stehen. (A) Absolute Häufigkeit der H-Brücken. (B) Basenspezifische
H-Brücken. (C) Absolute Häufigkeit von π-π-Wechselwirkungen. (D) Basenspezifische π-π-Wechselwirkungen. (E) Ab-
solute Häufigkeit von wasservermittelten H-Brücken. (F) Basenspezifische wasservermittelte H-Brücken. (G) Absolute
Häufigkeit hydrophober Wechselwirkungen. (H) Basenspezifische hydrophobe Wechselwirkungen.
tamer und E2 zu schätzen. In der Studie von HILDER AND HODGKISS [124] wurde hingegen die
Methode der Freie-Energie-Störung (engl. free energy perturbation, Apk. FEP) [194] zur Schät-
zung der Bindungsstärke verwendet. Die FEP ist akkurat, jedoch sehr Rechenressourcen intensiv.
Die Methode MM/PBSA ist dagegen prädestiniert für die Berechnung der freien Bindungsenergie
von Systemen, die in Wasser gelöst sind und ist schneller als die FEP-Methode [195]. Die gesamte
freie Bindungsenergie zwischen E2 und diesen drei Basen lag im Bereich von -16,89 kJ · mol−1
bis -14,95 kJ ·mol−1 und haben damit zum Großteil zur Bindungsenergie beigetragen (Abbildung
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5.7A). Aus energetischer Sicht sind diese Basen die wichtigsten Interaktionspartner von E2 (Abbil-
dung 5.8). Die Base T25 hat einen Gesamtenergiewert von -6,20 ± 1,79 kJ · mol−1 und weist
eine höhere Energie auf als die anderen drei. Diese Base hat ebenfalls eine geringe Distanz zu E2
(Abbildung 5.8B). T25 hatte einen kleinen Anteil an der Bindung von E2 und war in 10,84% der
Zeit an der Bindung beteiligt (Tabelle 5.1). Die Interaktionsanalyse mit dem PLIP Tool hat gezeigt,
dass diese vier Basen auch bei der Bildung nicht-kovalenter Wechselwirkungen eine wichtige Rolle
einnahmen (Tabelle 5.1 und Abbildung 5.6). Die Verteilung der Wechselwirkungen an den jeweili-
gen Positionen ist unterhalb des Energiebeitragsdiagramms zu sehen (Abbildung 5.7C). Die Base
T12 bildete hauptsächlich hydrophoben Wechselwirkungen (Abbildung 5.8B), wasservermittelten
H-Brücken und H-Brücken zu E2 aus. T24 bildete hauptsächlich π-π-Wechselwirkungen und C26
mit H-Brücken zu E2 aus (Abbildung 5.8B). Zusätzlich zu diesen drei dominanten Basen wur-
den weitere Basen detektiert, die ebenfalls nicht-kovalente Wechselwirkungen zu E2 ausgebildet
hatten. Dazu gehören G11, T13, A22, G23 und T25, deren Energiewerte in Tabelle B.1 (Seite
140) zusammengefasst sind. Dies zeigt weiterhin, dass die Bindung von E2 durch die Base G11
hauptsächlich aus hydrophoben Wechselwirkungen und wasservermittelten H-Brücken bestand.
Die durchschnittliche Bindungsenergie ΔGBindung, die ebenfalls aus der MM/PBSA-Berechnung
des Apt35E2 gewonnen wurde, lag bei -168,32 ± 0,57 kJ ·mol−1 und der entsprechende Verlauf
ist in Abbildung 5.7B dargestellt. Weiterhin wurden die entsprechenden Komponenten der mittle-
ren Bindungsenergie ΔGBindung, die van der Waals-Energie ΔEvdw mit -145,17 ± 0,39 kJ ·mol−1,
die elektrostatische Energie ΔEelec mit -24,31 ± 0,22 kJ · mol−1, die polare Solvatationsenergie
ΔGpolar und der unpolaren SolvatationsenergieΔGunpolar mit -12,85± 0,02 kJ·mol−1 berechnet.
Im Simulationsverlauf von 1 ns bis ca. 6 ns sinkt die Bindungsenergie ΔGBindung stark von -40.09
kJ ·mol−1 bis -210.10 kJ ·mol−1 (Abbildung 5.7B). Die minimale Bindungsenergie ΔGBindung zwi-
schen dem Aptamer und E2 von -238,45 kJ ·mol−1 wurde bei 15 ns erreicht. Abbildung 5.8 zeigt
E2 und einen kleinen Ausschnitt der Aptamerstruktur. Insgesamt wurden acht Basen identifiziert,
die nicht-kovalente Wechselwirkungen mit E2 gebildet haben.
Die molekularmechanische Energie EMM ist die Summe aus gebundener (bestehend aus Bin-
dungslänge, -winkel, Torsionswinkel und ungeeignete Wechselwirkungen), elektrostatischer Eelec
und van der Waals-Energie Evdw [192] und hat den größten Einfluss auf den Energiebeitrag zwi-
schen E2 und dem Aptamer. Die polare Solvatationsenergie Gpolar und die unpolare Solvatations-
energie Gunpolar tragen nur wenig zur freien Bindungsenergie bei. Für die E2-Hauptbindungsbasen
T12, T25 und C26 liegen die berechneten Gesamtenergiewerte nach der MM/PBSA-Methode um
45,40 ± 7,10% unter den von HILDER AND HODGKISS angegebenen Energiewerte [124]. Im All-
gemeinen interagieren die gleichen Basen mit E2 und die Energiewerte beider Methoden zeigen
eine deutlich erhöhte Bindungsstärke dieser Basen, im Gegensatz zu den übrigen Basen.
Die wichtigsten Aptamer-Bindungsbasen T12 und C26 bildeten 98,25% aller detektierten H-
Brücken und T24 bildeten 89,27% aller detektierten π-π-Wechselwirkungen zu E2 aus (Tabelle
5.1). Weiterhin konnte beobachtet werden, wie E2 durch wasservermittelte H-Brücken gebunden
wurde. Dabei bildeten die Bindungsbasen G11 mit 15,44% und T12 mit 19,04% am häufigsten
die wasservermittelte H-Brücken zu E2 aus.
Damit spezifiziert werden konnte, welche Basen während des Bindeprozesses eine wichtige Rolle
einnahm, wurde überprüft, wie häufig jede Base an den Positionen 3 und 17-β von E2 die jeweili-
gen Wechselwirkungen ausgebildet wurden (Tabelle 5.2). An der 3-Position von E2 dominierten H-
Brücken gegenüber den wasservermittelten H-Brücken und an der 17-β-Position waren die was-
servermittelten H-Brücken dominanter. C26 bildete 97,64% der H-Brücken vom Typ O–H· · ·O zur
3-Position von E2 (Abbildung 5.9A). 89,27% aller π-π-Wechselwirkungen wurden von der Base
T24 zum A-Ring von E2 ausgebildet (Abbildung 5.9A). T12 bildete 95,21% H-Brücken vom Typ
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Abbildung 5.7.: Energiebeitrag der Basen zur Bindung von E2 durch Apt35E2 und Verteilungen der verschiedenen
Wechselwirkungen pro Base. (A) Beitrag der Aptamer-Basen zu freier Energie, aufgeteilt in molekulare mechanische-
ΔEMM, polare ΔGpolar und unpolare Solvationsenergie ΔGunpolar, sowie Gesamtenergie pro Base ΔG. Die verschie-
denen Sekundärstrukturen des Aptamers sind oberhalb des Diagramms dargestellt. Fehlerbalken repräsentieren die
Standartabweichung. (B) Bindungsenergie ΔG analysiert über die Simulationszeit für Apt35E2. (C) Verteilungen der
verschiedenen Wechselwirkungen pro Base, die mit E2 interagieren (nur Interaktionen die in > 1% zum Liganden de-
tektiert wurden). Die Basen T12 und C26 bildeten hauptsächlich H-Brücken, die Base T24 π-π-Wechselwirkungen und
die anderen Basen wasservermittelte H-Brücken zu E2 aus.
O–H· · ·O zur 17-β-Position von E2 aus (Abbildung 5.9B). Die entsprechenden geometrischen
Eigenschaften wie Bindungslängen und -winkel zwischen Donor- und Akzeptoratomen sind im An-
hang beschrieben (Abbildung C.1, Seite 161 bis C.9, Seite 165). Durch den Einsatz von explizitem
Lösungsmittel in der MD-Simulation war die Bildung von wasservermittelten H-Brücken zwischen
E2 und dem Aptamer möglich. 33,40% aller wasservermittelten H-Brücken wurde zu der 3- und
66,60% wurden zur 17-β-Position von E2 gebildet (Abbildung 5.9C und D). Zu der 3-Position wur-
den 77,13% der wasservermittelten H-Brücken vom Typ O–H· · ·O–H· · ·O und 22,87% vom Typ
N–H· · ·O–H· · ·O ausgebildet. Zu der 17-β-Position wurden 67,31% der wasservermittelten H-
Brücken vom Typ O–H· · ·O–H· · ·O und 32,69% vom Typ N–H· · ·O–H· · ·O ausgebildet (Tabelle
5.2 und Abbildung 5.9C und D).
PLIP wurde für die Interaktionsanalyse eingesetzt, da es sowohl für den Nachweis von Wechselwir-
kungen zwischen Protein und Ligand als auch für den Nukleotidstruktur-Ligand-Komplex geeignet
ist. Es war möglich H-Brücken, π-π-Wechselwirkungen, wasservermittelte H-Brücken und hydro-
phobe Wechselwirkungen zwischen dem Aptamer und E2 für jeden Zeitschritt der MD-Simulation
zu detektieren. Neben PLIP sind Interaktivitätsanalysen zwischen Aptamer und E2 auch mit Arpeg-
gio als Alternative möglich [196]. Interaktionsanalysen von E2-Targetstrukturen in Kombination
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Tabelle 5.1.: Überblick über die detektierten Wechselwirkungen über die gesamte Apt35E2 MD-Simulation. Die relative
(rel.) Häufigkeit der detektierten H-Brücken, π-π-Wechselwirkungen, wasservermittelten H-Brücken und hydrophoben
Wechselwirkungen werden angezeigt. Die letzte Spalte zeigt die relative Häufigkeit der jeweiligen Base, die eine Inter-
aktion zu E2 während der gesamten Simulationszeit von 25 ns ausbildet. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. π-π-
WW: π-π-Wechselwirkungen. WM H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke. hydrophobe WW: hydrophobe Wechselwir-
kungen.
Bindungsbasen H-Brücke rel. [%] π-π-WW. rel. [%] WM H-Brücke rel. [%] hydrophobe WW rel. [%] Gesamt rel. [%]
G11 1,00 0,80 15,44 22,72 34,88
T12∗ 17,68 1,92 19,04 44,92 65,00
T13 0,32 0,00 0,48 0,00 0,68
A22 0,04 0,00 0,96 0,00 1,00
G23 0,24 0,00 3,92 0,00 4,16
T24∗ 0,04 70,56 0,56 40,08 78,12
T25 0,36 0,00 10,24 0,32 10,88
C26∗ 94,36 5,76 2,68 15,12 98,00
∗Hauptbindungsbasen von E2
Abbildung 5.8.: Strukturelle Energie- und Interaktionsanalyse des letzten Modelles der MD-Simulation von Apt35E2.
(A) Oberflächendarstellung des Apt35E2 in Komplex mit E2. Die Farben der Oberfläche repräsentiert den entsprechen-
den Gesamtenergiebeitrag der jeweiligen Basen (Tabelle B.1 , Seite 140), die an der Bindung von E2 beteiligt waren.
(B) E2-bindende Basen aus dem Apt35E2 und Interaktionen wurden mittels PLIP [148] generiert. Die Namen der Basen
mit Position werden gezeigt.
mit MD-Simulationen wurden bereits durchgeführt. Bei diesen Studien wurde nur ein ausgewähl-
ter Zeitschritt für die Analysen verwendet [187, 188, 124]. Wasservermittelte H-Brücken wurden
nur in der Studie von JEREVA ET AL. [187] analysiert, jedoch nicht in den Interaktionsanalysen zwi-
schen E2 und DNA [188, 124]. Generell sind Interaktionsanalysen von Trajektorien, bestehend
aus Ligand-Target-Komplexen, substanziell, da dadurch die Trennung von selektiven und nicht-
selektiven Ligandenbindungspartnern ermöglicht wird. Des Weiteren ist es möglich die wechseln-
den Rollen zwischen selektiven und nicht-selektiven Bindungspartner zu beobachten und damit
Rückschlüsse auf die Dynamik des beobachteten Systems zu ziehen. In dieser Arbeit konnten die
wichtigsten interagierenden Basen T12, T24 und C26 des E2-spezifischen Aptamers bestimmt und
von den nicht-selektiven Basen unterschieden werden. Jedoch nehmen auch die nicht-selektiven
Basen eine wichtige Rolle ein und unterstützen die Bindung von E2, beispielsweise um die Position
und Richtung innerhalb des Aptamers zu erhalten. HILDER AND HODGKISS [124] identifizierten die
vier Basen G4, T5, T18 und C19 als die vorherrschenden Bindungspartner von E2 in ihrer Studie
[19]. Das Aptamer von HILDER AND HODGKISS [124] basiert auf derselben zugrunde liegenden
78 5. Molekulardynamische Simulationen der Aptamere
Tabelle 5.2.: Gegenüberstellung der detektierten Wechselwirkungen zwischen der 3- und 17-β-Position von E2 wäh-
rend der Apt35E2 25 ns MD-Simulation. Die absolute (abs.) und relative (rel.) Häufigkeit der detektierten H-Brücke
und wasservermittelten H-Brücke werden gegenübergestellt. Die letzte Spalte listet die Gesamtzahl der Interaktionen
pro E2-Position auf. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke.
Ligand Position H-Brücke abs./rel. [%] WM H-Brücke abs./rel. [%] Total abs./rel. [%]
3 2415/84,62 494/33,40 2909/67,14
17-β 439/15,38 985/66,60 1424/32,86∑
2854/100,00 1479/100,00 4333/100,00
Studie von ALSAGER ET AL. [25]. Der Sequenzkernbereich, der E2 bindet ist identisch, nur 5’- und
3’-Ende sind unterschiedlich. Daher ist die Base G1 der kurzen Apt22E2 [25, 124], die Base G8
der Apt35E2-Sequenz und so weiter. In dieser Arbeit wurde das Apt35E2 gewählt, da das 5’-
Abbildung 5.9.: Verteilung und unterschiedliche Perspektiven der detektierten Atome der Nukleotide über die gesam-
te Apt35E2 MD-Simulation. Ausgebildete H-Brücken zwischen Aptamer und E2 wurden in Form von O–H· · ·O (rote
Atome) und N–H· · ·O (blaue Atome) detektiert. Die Zentroiden der Ringsysteme repräsentieren die π-π-Wechselwir-
kungen (graue Pseudoatome) ausgehend vom Aptamer. (A) Fokus liegt auf der 3- und (B) auf der 17-β-Position von
E2. Ausgebildete wasservermittelte H-Brücken zwischen Aptamer und E2 wurden in Form von O–H· · ·O–H· · ·O (rote,
hellblaue und rote Atome) und N–H· · ·O–H· · ·O (blaue, hellblaue und rote Atome) detektiert. (C) Fokus liegt auf der
3- und (D) auf der 17-β-Position von E2.
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und 3’-Ende potenziell zur Immobilisierung auf verschiedenen Substraten verwendet werden kann
[25]. Daher ist es von großen Nutzen, die Dynamik des 5’- und 3’-Endes zu untersuchen, um
sicherzustellen, dass es nicht mit E2 interagiert oder anderweitig an der Bindung beteiligt ist und
auch keine Veränderungen in der Konformation der AIL-Region verursacht.
Die Analysen haben ergeben, dass die Basen G11, T12, T24 und C26 während der Simulation
eine π-π-Wechselwirkungen zum A-Ring von E2 bildeten (Abbildung 5.6). Allerdings nimmt die
Base T24 eine besondere Rolle bei der Bindung von E2 ein, da diese am dominierendsten war.
HILDER AND HODGKISS [124] konnten die Bildung von π-π-Wechselwirkungen an den Basen
G4, T5, T18 und C19 beobachten. Die Base T18 der Apt22E2 [124] entspricht der Base T25
in der Apt35E2. Mit dieser Base konnte keine π-π-Wechselwirkungen festgestellt werden. Es hat
sich gezeigt, dass die Basen G und T π-π-Wechselwirkungen zum A-Ring von E2 bilden können
[188].
Der Vergleich zeigt, dass die Wechselwirkungen mit E2 von beiden Aptameren in der gleichen
Region gebildet wurden [19]. Es wurde festgestellt, dass die Basen T12 und C26 die H-Brücken
ausbildeten und eine wichtige Rolle bei der Bindung von E2 durch das Apt35E2 einnahmen. In
der Studie von HILDER AND HODGKISS [124] wurde festgestellt, dass lediglich die Base T5 eine H-
Brücke zu E2 ausbildete. Die Base T5 des Apt22E2 entspricht der Base T12 des Apt35E2. Generell
sind H-Brücken an den Positionen 3 und 17-β des E2s möglich [187].
Unterschiede in den Aptamerstrukturen sowie der E2-Position innerhalb der Aptamere zwischen der
Studie von HILDER AND HODGKISS [124] und der Studie von EISOLD AND LABUDDE [19] können
durch den Einsatz verschiedener Kraftfelder verursacht worden sein. HILDER AND HODGKISS [124]
verwendeten die Kraftfelder CHARMM36 und CHARMM27 für die MD-Simulation und in der
Studie von EISOLD AND LABUDDE [19] wurde das Kraftfeld AMBER 99 verwendet. Vergleichende
Studien haben gezeigt, dass die Verwendung der Kraftfelder CHARMM27 und AMBER 99 in MD-
Simulationen zu einem anderen Verhalten der DNA-Strukturen geführt hat [197, 198].
Punktmutationen an den detektierten Bindungsbasen könnten genutzt werden, um die Bedeutung
einer einzelnen Base für die Bindung von E2 zu bestimmen. Darüber hinaus wäre es möglich, die
Veränderungen der nicht-kovalenten Wechselwirkungen zwischen E2 und dem Aptamer zu unter-
suchen und mit früheren Ergebnissen zu vergleichen. Mit der eingeführten Punktmutation ist es
weiterhin möglich, die Strukturveränderung des Aptamers zu untersuchen und mögliche Effekte
auf die Bindung des Liganden zu bestimmen. Es ist möglich, dass der Ligand seine Position inner-
halb der Bindungstasche verändert oder dass nur schwache Wechselwirkungen mit dem Liganden
entstehen. Zusätzlich können weitere Wechselwirkungen zwischen E2 und den Aptameren nach-
gewiesen werden, sofern ein einheitliches Nachweisverfahren verwendet wird, um die Ergebnisse
vergleichbar zu machen.
5.2. Komplexsimulationen zwischen E2 und dem PNAApt35
Ausgehend von dem letzten Simualtionszustand der Apt35E2 Komplexsimulation, wurde die DNA-
Struktur mit dem entwickelten PNA-Generator (siehe Kapitel 4) in eine PNA-Struktur umgeschrie-
ben (Abbildung 5.10). Anschließend war es möglich mit einem PNA-spezifischen Kraftfeld1 [199]
die MD-Simulation durchzuführen. Analysiert wurden die strukturellen Veränderungen zwischen
1http://upjv.q4md-forcefieldtools.org/REDDB/projects/F-93/, aufgerufen am 28.03.2018
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PNAApt35, PNAApt35E2 und im Hinblick auf die Apt35E2 Struktur. Fokus lag bei der Auswertung
auf den detektierten Interaktionen bei der PNAApt35E2 Simulation.
Abbildung 5.10.: Workflow der MD-Simulation vom Apt35 bis zur PNAApt35E2 Komplexsimulation. Schematischer
Ablaufplan und Zusammenhang ausgehend von (A) Apt35 und Apt35E2 Simulation über die (B) Generierung des
PNA-Aptamers bis hin zur (C) PNAApt35 und PNAApt35E2 Simulation. Die schwarze Line zeigt die durchgeführten
Schritte und die grau gestrichelte Linie zeigt einen anderen möglichen Analyseweg. Unter der Abbildung befinden sich
die dazugehörigen Kapitel.
Nach Generierung der PNAApt35 bleiben die Positionen der Basen des Aptamers und damit auch
bestehende Basenpaare, sowie die Position von E2 innerhalb des PNAApt35E2 unverändert. Es
handelt sich um ein grobes Modell einer PNA, da die zugrundeliegenden Bindungslängen, -winkel
und damit die korrekte räumliche Ausrichtung nicht gegeben ist. Das PNA Kraftfeld sorgt mit seinen
atomspezifischen Parametern für die Einhaltung der molekularen Konformationen. Das Rückgrat
der PNA ist, anderes als bei DNA oder RNA, durch die neutralen Amid-Bindungen Ladungsneu-
tral, somit war bei der MD-Simulation kein Einsatz von Ionen zum Ladungsausgleich notwendig.
Zu Beginn beider unabhängigen PNAApt35 und PNAApt35E2 MD-Simulationen reorganisieren
sich die PNA-Strukturen, was vor allem an dem kurzzeitigen Anstieg des Rg, bis ca. 5 ns, der
PNAApt35E2-Struktur erkennbar war. Anschließend sank der Rg und erreichte einen durchschnitt-
lichen Wert von 18,41 ± 0,99 Å. Dieser ist geringfügig kleiner als bei der Apt35E2 Struktur. Im
Gegensatz zum PNAApt35E2 verhält sich der Rg von PNAApt35 sprungartig, erreichte jedoch im
Durchschnitt einen Wert von 20,30 ± 0,86 Å (Abbildung 5.11). Die Anzahl an intramolekularen
H-Brücken der Aptamerstrukturen haben im Durchschnitt 31,80 ± 4,13 für das PNAApt35E2 und
33,18 ± 4,14 für PNAApt35 ausgebildet (Abbildung 5.11).
Die Analyse der PNAApt35E2 hat ergeben, dass die fundamentalen SSE nach der MD-Simulation
erhalten blieben (Abbildung 5.12). Im Gegensatz zu der Apt35E2 haben sich die beiden Enden
N- und C-Terminus (vorher 5’- und 3’-Ende) an die PNA-Struktur angelagert. Dies könnte durch
die geringe Wasserlöslichkeit der PNA-Struktur verursacht werden [20]. Die Enden sind der AIL-
Region sehr nah, jedoch bildeten diese mit E2 keine Interaktionen aus und hatten damit keinen
direkten Einfluss auf die Bindung von E2. Die dichte Anlagerung der beiden Enden, könnten eine
Immobilisierung auf Trägermaterialien erschweren. Die Löslichkeit der PNA kann so modifiziert
werden, dass sie sich im Einsatz in Wasser erhöht [200], jedoch sollten mögliche Einflüsse auf die
Bindung von E2, durch die Linker-Molekülen, untersucht werden.
Interaktionsanalysen in PNAApt35E2
Dritte Säule der Interaktionsanalysen von E2-Targetstrukturen. Ähnlich wie in Kapitel 3 und 5.1
werden die Interaktionen zwischen E2 und dem PNA-Aptamer analysiert und Rückschlüsse auf
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Abbildung 5.11.: Stabilitätsanalysen der Aptamerstrukturen versus 25 ns MD-Simulationszeit für PNAApt35 (orange
Linie) und PNAApt35E2 (blaue Linie): (A) Gyrationsradius; (B) Anzahl der H-Brücken innerhalb der Aptamerstruktur;
und (C) Strukturabweichung (RMSD-Berechnung) im Verlauf der MD-Simulation in Bezug auf die Ausgangsstruktu-
ren von PNAApt35 und PNAApt35E2. (D) RMSF-Vergleich zwischen PNAApt35 und PNAApt35E2. E2 ist Teil der
PNAApt35E2 MD-Simulation und wird als rote Linie dargestellt. Die verschiedenen Sekundärstrukturen des Aptamers
sind oberhalb des RMSF-Diagramms dargestellt. Die Bindungsbasen von E2 sind mit einem Sternsymbol gekennzeich-
net (∗).
funktionelle Gruppen gezogen. Bei der Analyse werden sowohl die Interaktionen von E2 zu den
Basen- und Rückgratatome betrachtet.
Durch die starken Veränderungen der PNAApt35E2 Struktur zu Beginn der Simulation, hat sich
E2 mehrmals repositioniert. Bei ca. 4 ns konnte beobachtet werden, dass sich die PNAApt35E2
Struktur stark verbog, die AIL-Region damit aufgeschlossen wurde und E2 sich außerhalb der Bin-
dungstasche befunden hat. E2 wurde daraufhin innerhalb der wenigen Zeitschritte hauptsächlich
von der Base C26 durch π-π- und hydrophobe Wechselwirkungen, durch C26 und T12, ge-
bunden (Abbildung B.1D und H). Die Bindungsenergie ΔG stieg innerhalb dieser Zeit auf einen
positiven Wert an (Abbildung 5.14B). Die maximale Entfaltung der PNAApt35E2 Struktur wurde
bei ca. 5 ns erreicht. Anschließend reduzierte sich der Rg-Wert und die Struktur des PNAApt35E2
schloss sich erneut zusammen, was sich auch durch die steigende Anzahl an H-Brücken wider-
spiegelte (Abbildung 5.11A und B). Ab diesem Zeitpunkt wurde E2 in die zugängliche AIL-Region
eingeschlossen und von den umgebenen Basen bis zum Simulationsende gebunden (Abbildung
5.12). Verursacht durch die strukturellen Veränderungen, kam es grade zu Beginn zu wechseln-
den E2-Interaktionspartnern. Dennoch manifestierten sich innerhalb der gesamten Simulation die
Hauptbindungsbasen deutlicher als es in der Apt35E2 Simulation der Fall war. Es konnten die zwei
Basen T12 und C26 identifiziert werden (Abbildung B.1, Seite 141 und Tabelle 5.3). E2 wurde
durch die Base T12 mittels H-Brücken gebunden. Es konnte festgestellt werden, dass 95,45% aller
von T12 ausgehenden H-Brücken, vom Sauerstoffatom der am Stickstoff gebundenen Carbonyl-
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Abbildung 5.12.: Strukturanalyse des letzten Modells der PNAApt35E2 25 ns MD-Simulation. (A) 3D-Struktur des
PNAApt35E2 mit ausgebildeten SSE. Das 5’-Ende (N-Termnius) ist innerhalb der Struktur rot und das 3’-Ende (C-
Terminus) gelb dargestellt. E2 wird als Stabmodell und in roter Farbe dargestellt. Zur verbesserten Sichtbarkeit wurden
alle Wassermoleküle entfernt. (B) Kontaktkarte zur Bestimmung der Abstände zwischen den einzelnen Basen (Basenindex
1-35) und E2 (nr. 36) des letzten Zeitschritts der MD-Simulation. Räumlich nah beieinander liegende Basen werden rot
dargestellt. Die SSE und die Basen in der Nähe von E2 sind schwarz gerahmt. Innerhalb der gerahmten Bereiche zeigen
die orange- und cyanfarbenen Felder die gebildeten SSE mit einem Abstandsbereich zwischen 1,54 Å und 10,80 Å.
Die Basen in der AIL-Region haben einen Abstand zwischen 1,92 Å und 9,62 Å. Die orangefarbenen Felder der E2
nahen Basen haben einen Abstand zwischen 1,92 Å und 2,69 Å. AIL: asymmetrischer innerer Loop. HL: Hairpin Loop.
SR: Stamregion.
gruppe zur Hydroxylgruppe an der 17-β-Postion von E2 ausgingen. Dieses Sauerstoffatom gehört
zum Rückgrat vom PNA-Aptamer (Abbildung 6.2). Bei der Base C26 hingegen, wurden π-π-Wech-
selwirkungen spezifisch vom C26-Pyrimidinring zum A-Ring von E2 detektiert (Abbildung 5.13A).
Weiterhin konnte festgestellt werden, dass der überwiegende Anteil an hydrophoben Wechselwir-
kungen von der Base C26 ausgingen (Abbildung 6.2). Zu der 3-Postion von E2 wurden die H-
Brücken hauptsächlich von T25 in 9,88% der Simulationszeit detektiert. Von dieser Base wurde
in 95,18% H-Brücken von dem Stickstoffatom, welches die Amidbindung zwischen T24 und T25
bildet, zu E2 ausgebildet (Abbildung 5.13A).
Tabelle 5.3.: Überblick über die detektierten Wechselwirkungen über die gesamte PNAApt35E2 MD-Simulation. Die
relative (rel.) Häufigkeit der detektierten H-Brücken, π-π-Wechselwirkungen, wasservermittelten H-Brücken und hydro-
phoben Wechselwirkungen werden angezeigt. Die letzte Spalte zeigt die relative Häufigkeit der jeweiligen Base, die
eine Interaktion zu E2 während der gesamten Simulationszeit von 25 ns ausbildet. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbin-
dung. π-π-WW: π-π-Wechselwirkungen. WM H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke. hydrophobe WW: hydrophobe
Wechselwirkungen.
Bindungsbasen H-Brücke rel. [%] π-π-WW. rel. [%] WM H-Brücke rel. [%] hydrophobe WW rel. [%] Gesamt rel. [%]
G11 1,24 1,00 11,20 0,00 12,76
T12∗ 66,84 0,36 11,76 7,44 79,92
A22 0,00 0,00 0,08 0,00 0,08
T24 2,40 0,08 3,68 0,80 6,72
T25 9,88 0,00 8,36 0,00 16,60
C26∗ 0,20 48,16 5,68 71,32 86,68
∗Hauptbindungsbasen von E2
An der 17-β-Postion von E2 war die Ausbildung der H-Brücke mit 83,60% gegenüber der 3-
Position dominant (Tabelle 5.4) und an der 3-Postion wurde die E2 Bindung durch π-π-Wechsel-
wirkungen zum A-Ring dominiert. Das Verhältnis der wasservermittelten H-Brücken war an beiden
Postionen von E2 ausgeglichen (Tabelle 5.4). 76,94% der wasservermittelten H-Brücken wurden
in Form von O–H· · ·O–H· · ·O zur 17-β-Postion ausgebildet. An der 3-Position war das Verhält-
nis der beteiligten Reaktionspartner, Stickstoff mit 53,43% und Sauerstoff mit 46,57%, ausge-
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glichen (Abbildung 5.13A). An der 17-β-Postion von E2 war die Ausbildung der H-Brücken mit
83,60% gegenüber der 3-Position dominanter (Tabelle 5.4). Das Verhältnis an wasservermittelten
H-Brücken war hingegen an beiden Postionen annähernd gleich verteilt.
Tabelle 5.4.: Gegenüberstellung der detektierten Wechselwirkungen zwischen der 3- und 17-β-Position von E2 wäh-
rend der PNAApt35E2 25 ns MD-Simulation. Die absolute (abs.) und relative (rel.) Häufigkeit der detektierten H-Brücke
und wasservermittelten H-Brücke werden gegenübergestellt. Die letzte Spalte listet die Gesamtzahl der Interaktionen
pro E2-Position auf. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke.
Ligand Position H-Brücke abs./rel. [%] WM H-Brücke abs./rel. [%] Total abs./rel. [%]
3 330/16,36 511/46,20 841/26,93
17-β 1687/83,64 595/53,80 2282/73,07∑
2017/100,00 1106/100,00 3123/100,00
Abbildung 5.13.: Verteilung und unterschiedliche Perspektiven der detektierten Atome der Nukleotide über die ge-
samte PNAApt35E2 MD-Simulation. Ausgebildete H-Brücken zwischen Aptamer und E2 wurden in Form von O–
H· · ·O (rote Atome) und N–H· · ·O (blaue Atome) detektiert. Die Zentroiden der Ringsysteme repräsentieren die
π-π-Wechselwirkungen (graue Pseudoatome) ausgehend vom Aptamer. (A) Fokus liegt auf der 3- und (B) auf der
17-β-Position von E2. Ausgebildete wasservermittelte H-Brücken zwischen Aptamer und E2 wurden in Form von O–
H· · ·O–H· · ·O (rote, hellblaue und rote Atome) und N–H· · ·O–H· · ·O (blaue, hellblaue und rote Atome) detektiert.
(C) Fokus liegt auf der 3- und (D) auf der 17-β-Position von E2.
Die Hauptbindungsbasen wiesen Bindungsenergien von -6,09 ± 0,07 kJ · mol−1 für T12 und
-12,01 ± 0,06 kJ · mol−1 für C26 auf (Abbildung 5.14A und Tabelle B.2, Seite 142). Die Base
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Abbildung 5.14.: Energiebeitrag der Basen zur Bindung von E2 durch PNAApt35E2 und Verteilungen der ver-
schiedenen Wechselwirkungen pro Base. (A) Beitrag der Aptamer-Basen zu freier Energie, aufgeteilt in molekulare
mechanische- ΔEMM, polare ΔGpolar und unpolare Solvationsenergie ΔGunpolar, sowie Gesamtenergie pro Base ΔG.
Die verschiedenen Sekundärstrukturen des Aptamers sind oberhalb des Diagramms dargestellt. Fehlerbalken reprä-
sentieren die Standartabweichung. (B) Bindungsenergie ΔG analysiert über die Simulationszeit für PNAApt35E2. (C)
Verteilungen der verschiedenen Wechselwirkungen pro Base, die mit E2 interagieren (nur Interaktionen die in > 1%
zum Liganden detektiert wurden). Die Base T12 bildete überwiegend H-Brücke, die Base C26 π-π- und hydrophobe
Wechselwirkungen und die anderen Basen wasservermittelte H-Brücke zu E2 aus.
G11 hatte mit einem Interaktionsanteil von 12,76% einen geringen Einfluss auf die Ausbildung
nicht-kovalenter Wechselwirkungen zu E2. Die Bindungsenergie lag bei -11,81 ± 0,06 kJ ·mol−1
und damit dicht an der Bindungsenergie von T12. Die durschnittliche Bindungsenergie ΔGBindung
lag bei -105,92 ± 0,38 kJ ·mol−1 und war damit 37,07% höher als bei dem Apt35E2 (Abbildung
5.14B).
Die Simulation der PNA-basierten Aptamere hat gezeigt, dass die Aptamere die SSE, die innerhalb
der Apt35 Struktur beobachtet werden konnten, sich nicht veränderten. Daraus kann jedoch nicht
geschlussfolgert werden, dass diese auch die natürliche gefaltete Form der PNA darstellt, da die
PNA aus dem Modell des Apt35E2 Struktur transformiert wurde. Eine MD-Simulation mit einer
ungefalteten PNA-Struktur wurde nicht durchgeführt. Das eingesetzte PNA-spezifische Kraftfeld hat
dazu geführt, dass sich die Struktur stark verbogen hatte und damit auch die Bindungsstelle in
einer anderen Form zugänglich war, als das bei dem Apt35E2 Simulation der Fall war. Demzu-
folge befand sich der Ligand kurzzeitig an der Oberfläche des PNAApt35E2. Jedoch bog sich
die PNA-Struktur wieder in eine Form, in der E2 sich wieder in eine Art Tunnel, umgeben von
den Basen, befand. Grundsätzlich kann die in vitro Bindungsstudie mit dem PANApt35E2 emp-
fohlen werden. Dennoch muss die geringe Wasserlöslichkeit berücksichtigt werden. Weithin ist
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nicht abzusehen, welchen Einfluss die Immobilisierung, auf einem geeigneten Trägermaterial, auf
die Bindungsstelle und damit auf die Fähigkeit E2 zu binden hat. Durch die Simulation und an-
schließende Auswertung konnte vor allem beobachtet werden, dass sich die Bindungsbasen im
Verlauf auf zwei wesentliche Basen beschränkte. Innerhalb der DNA-basierten Aptamere kommt
es zu häufigen Wechsel der Bindungsbasen. Da die PNA-Struktur durch das Polyamid-Rückgrat
eine höhere Flexibilität ermöglichte, war es den Basen demnach möglich, sich der Dynamik von
E2 anzupassen und damit eine konservierte Bindung zu erreichen.
86 5. Molekulardynamische Simulationen der Aptamere
5.3. Komplexsimulation zwischen E2 und designten Aptameren
5.3.1. Komplexsimulation zwischen E2 und dem Apt34
Aus den Analysen der Komplexsimulation von Apt35E2 (siehe Kapitel 5) hat sich herausgestellt,
dass eine Base einen geringen Einfluss auf die Bindung von E2 hatte. Daher wurde überprüft, ob
nach Entfernung dieser Base in der Sequenz und anschließender Strukturmodellierung des Ap-
tamers (Apt34), dieses ebenfalls in der Lage ist E2 zu binden. Bei dieser Base handelte es sich
um G23, mit einem detektierten Interaktionsanteil von 4,16% (Tabelle 5.1) und einem durschnitt-
lichen Bindungsenergie ΔGBindung von -5,15 ± 1,90 kJ · mol−1 (Tabelle B.1, Seite 140). Diese
Base gehörte zur AIL-Region der Apt35 Struktur. Nach Entfernung der Base aus der Sequenz,
anschließender Sekundärstrukturvorhersage und Modellierung der 3D Struktur, konnte festgestellt
werden, dass die SSE erhalten blieben. Die AIL-Region besteht folglich aus drei statt vier Basen
(Abbildung B.2, Seite 143).
Bei der Apt34E2 Simulation wurde, wie in Kapitel 5.1 beschrieben, dass AMBER 99 Kraftfeld [146]
verwendet. Da die Anzahl der Basen von 35 auf 34 gesungen sind, hat sich die Anzahl der negativ
geladenen Atome vom DNA-Rückgrat verringert. Der Ladungsausgleich erfolgte demnach mit 33
NA+ Ionen. Auch nach der Simulationszeit sind die SSE erhalten geblieben (Abbildung 5.15). Die
beiden Enden 5’ und 3’ haben sich ähnlich wie bei der Apt35E2 Struktur nicht angelagert und
bildeten keine Interaktionen mit E2 aus (Abbildung 5.15). Die Struktur des Apt34E2 ist ähnlich
kompakt wie die des Apt35E2, was sich durch den nahezu identischen Rg von 19,15 ± 1,40 Å
ausdrückt (Abbildung B.3A, Seite 144). Obwohl eine Base weniger in der Struktur vorhanden war,
wurden in Durchschnitt 30,5 ± 3,2 und damit annähernd gleich viele H-Brücken innerhalb der
Struktur ausgebildet (Abbildung B.3D, Seite 144). Im Gegensatz zu der ähnlich guten Struktursta-
bilität, hat sich E2 im Simulationsverlauf oft repositioniert, was sich im erhöhtem RMSF-Werten
widerspiegelte. Dadurch kam es ab ca. 1,4 ns zu einem sprunghaften Wechsel der interagieren-
den Basen (Abbildung B.4B und C, Seite 145). Als Hauptbindungsbasen konnten T12, A22, T24
und C26 identifiziert werden (Tabelle 5.5). Die Basen T24 und C26 waren jeweils Zeitweise an
der Bindung von E2 beteiligt. Ab ca. 13,4 ns bis etwa 15,4 ns hatte sich E2 innerhalb der Bin-
dungstasche verschoben. Während dieser Zeitspanne hat E2 den Interaktionspartner von T24 auf
C25 gewechselt (Abbildung B.4B, Seite 145). Es konnte festgestellt werden, dass 95,87% aller
von T12 ausgehenden H-Brücken, vom Sauerstoffatom an der zweiten Position des Pyrimidinrings
zur Hydroxylgruppe an der 17-β-Postion von E2 ausgebildet wurden. In 74,06% aller von A22
(Purin) ausgehenden π-π-Wechselwirkungen, wurde jeweils eine vom Pyrimidin und eine vom Imi-
dazol zum A-Ring von E2 detektiert. Nach einer kurzen Ausrichtungsphase (ca. 1,4 ns) von E2,
wurden die von T24 ausgehenden H-Brücken zwischen dem negativ geladenen Sauerstoff aus der
Phosphodiesterbindung und der Hydroxylgruppe an der 3-Postion von E2 detektiert (bis ca. 13,4
ns). Ab 15,4 ns wurde ausgehend vom negativ geladenen Sauerstoffatom aus der Phosphodies-
terbindung von C25, eine H-Brücke zur 3-Postion von E2 ausgebildet (Abbildung B.4B, Seite 145
und 6.2.
Das Verhältnis an detektierten H-Brücken war an beiden Postionen von E2 annähernd gleich ver-
teilt. Der Anteil an wasservermittelten H-Brücken war auf der 17-β- mit 71,59% gegenüber der
3-Position höher (Tabelle 5.6 und Abbildung B.5, Seite 146). 72,91% der wasservermittelten H-
Brücken wurden in Form von N–H· · ·O–H· · ·O zur 17-β-Postion ausgebildet. Zu der 3-Position
wurden die wasservermittelten H-Brücken in 97,79% in From von O–H· · ·O–H· · ·O ausgebil-
det.
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Abbildung 5.15.: Strukturanalyse des letzten Modells der Apt34E2 MD-Simulation. (A) 3D-Struktur des Apt34E2 mit
ausgebildeten SSE. Das 5’-Ende ist innerhalb der Struktur rot und das 3’-Ende gelb dargestellt. E2 wird als Stabmodell
und in roter Farbe dargestellt. Zur verbesserten Sichtbarkeit wurden alle Wassermoleküle und Ionen entfernt. (B) Kon-
taktkarte zur Bestimmung der Abstände zwischen den einzelnen Basen (Basenindex 1-34) und E2 (nr. 35) des letzten
Zeitschritts der MD-Simulation. Räumlich nah beieinander liegende Basen werden rot dargestellt. Die SSE und die Ba-
sen in der Nähe von E2 sind schwarz gerahmt. Innerhalb der gerahmten Bereiche zeigen die orangefarbenen Felder
die gebildeten SSE mit einem Abstand von 1,92 Å. Die Basen in der AIL-Region haben einen Abstand von 15,00 Å. Die
orangefarbenen Felder der E2 nahen Basen haben einen Abstand zwischen 1,54 Å und 4,23 Å. AIL: asymmetrischer
innerer Loop. HL: Hairpin Loop. SR: Stamregion.
Tabelle 5.5.: Überblick über die detektierten Wechselwirkungen über die gesamte Apt34E2 MD-Simulation. Die relative
(rel.) Häufigkeit der detektierten H-Brücken, π-π-Wechselwirkungen, wasservermittelten H-Brücken und hydrophoben
Wechselwirkungen werden angezeigt. Die letzte Spalte zeigt die relative Häufigkeit der jeweiligen Base, die eine Inter-
aktion zu E2 während der gesamten Simulationszeit von 25 ns ausbildet. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. π-π-
WW: π-π-Wechselwirkungen. WM H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke. hydrophobe WW: hydrophobe Wechselwir-
kungen.
Bindungsbasen H-Brücke rel. [%] π-π-WW. rel. [%] WM H-Brücke rel. [%] hydrophobe WW rel. [%] Gesamt rel. [%]
G11 7,08 0,00 32,48 0,00 38,60
T12∗ 79,80 1,92 10,60 18,40 93,40
T13 3,04 0,68 8,24 32,52 40,20
T14 0,00 0,00 0,36 0,00 0,36
A22∗ 3,64 89,12 4,48 7,24 91,96
T23 1,84 0,00 10,60 0,00 12,16
T24 44,28 0,00 2,64 0,04 46,16
C25 28,76 0,04 3,16 18,12 36,28
G26 0,08 0,00 0,36 0,00 0,44
∗Hauptbindungsbasen und  Zeitweise Hauptbindungsbasen von E2 (T24 bis 13,4 ns und C25 ab 15,4 ns)
Die Hauptbindungsbasen wiesen Bindungsenergien von -5,17 ± 0,06 kJ ·mol−1 für T12, -15,51
± 0,06 kJ ·mol−1 für A22, -3,44 ± 0,06 kJ ·mol−1 für T24 und -11,99 ± 0,09 kJ ·mol−1 für C25
auf (Abbildung 5.16A und Tabelle B.3, Seite 147). Die Base T13 hatte mit einem Interaktionsanteil
von 40,20% (Tabelle 5.5), vor allem durch hydrophobe Wechselwirkungen zu E2, die niedrigste
Bindungsenergie von -19,44 ± 0,09 kJ ·mol−1. Die durchschnittliche Bindungsenergie ΔGBindung
lag bei -148,96 ± 0,48 kJ ·mol−1 und war damit 11,50% höher als bei dem Apt35E2 (Abbildung
5.16B).
Aus den Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass durch die Entfernung der Base mit einem
niedrigen Interaktionsanteil, welche in der AIL-Region lokalisiert war, dennoch eine Bindung von E2
möglich wurde. Die AIL-Region hatte sich verengt, bot jedoch genügend Platz für eine vollständige
Drehung und anschließender Manifestierung innerhalb dieser Region. Hinzu kommt, dass anders
als bisher, eine Bindung über H-Brücken spezifisch von der Base T12 zur 17-β-Postion von E2
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Tabelle 5.6.: Gegenüberstellung der detektierten Wechselwirkungen zwischen der 3- und 17-β-Position von E2 wäh-
rend der Apt34E2 25 ns MD-Simulation. Die absolute (abs.) und relative (rel.) Häufigkeit der detektierten H-Brücke
und wasservermittelten H-Brücke werden gegenübergestellt. Die letzte Spalte listet die Gesamtzahl der Interaktionen
pro E2-Position auf. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke.
Ligand Position H-Brücke abs./rel. [%] WM H-Brücke abs./rel. [%] Total abs./rel. [%]
3 2035/47,55 589/28,41 2624/41,30
17-β 2245/52,45 1484/71,59 3729/58,70∑
4280/100,00 2073/100,00 6353/100,00
möglich war. Demzufolge waren die beiden Basen A22 und T12 für die spezifische Bindung von
E2 entscheidend. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse kann empfohlen werden, dieses Aptamer
für in vitro Bindungsstudien einzusetzen.
Abbildung 5.16.: Energiebeitrag der Basen zur Bindung von E2 durch Apt34E2 und Verteilungen der verschiedenen
Wechselwirkungen pro Base. (A) Beitrag der Aptamer-Basen zu freier Energie, aufgeteilt in molekulare mechanische-
ΔEMM, polare ΔGpolar und unpolare Solvationsenergie ΔGunpolar, sowie Gesamtenergie pro Base ΔG. Die verschie-
denen Sekundärstrukturen des Aptamers sind oberhalb des Diagramms dargestellt. Fehlerbalken repräsentieren die
Standartabweichung. (B) Bindungsenergie ΔG analysiert über die Simulationszeit für Apt34E2. (C) Verteilungen der
verschiedenen Wechselwirkungen pro Base, die mit E2 interagieren (nur Interaktionen die in > 1% zum Liganden de-
tektiert wurden). Die Base T12 und T24 bildeten hauptsächlich H-Brücke und die Base A22 π-π-Wechselwirkungen zu
E2 aus.
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5.3.2. Komplexsimulation zwischen zwei E2-Molekülen und dem Apt36
Durch die gewonnenen Erkenntnisse aus den beiden Studien HILDER AND HODGKISS [124] und
EISOLD AND LABUDDE [19] entwickelte sich die Überlegung ein Aptamer zu designen, welches in
der Lage sein soll, zwei E2-Moleküle zu binden. Damit ergibt sich eine mögliche Effizienzsteige-
rung bei dem Einsatz dieses Aptamers bei der Detektion von E2. HILDER AND HODGKISS [124]
publizierten unter anderem ein designtes Aptamer mit 13 Basen (Apt13). Durch in silico Studien
wurde untersucht, ob dieses Aptamer in der Lage ist E2 zu binden (Apt13E2). Die Besonderheit
an dem designten Apt13, waren die erforschten drei aufeinanderfolgenden Bindungsbasen TTT,
die laut dieser Studie, maßgeblich für die Bindung von E2 verantwortlich waren. Das Apt13 mit
der Sequenz 5’-GCCGGTTTCCGGC-3’ hatte eine GC-Gehalt von 76,92% und wies damit eine hohe
Stabilität auf. Das Aptamer organisiert sich als HL ohne freiliegendes 5’- oder 3’-Ende. Durch
den Zusammenschluss zu fünf Basenpaarungen wird die Loop-Region manifestiert. Sie beschrie-
ben weiterhin, dass die Nukleotide meist über das Rückgrat der DNA mit E2 interagierte, da der
Raum innerhalb der Loop-Region begrenzt war und damit keine spezifischen Wechselwirkungen
mit den Basen ausgebildet werden konnten. Das Apt35 besitzt ebenfalls eine HL-Region, beste-
hend aus folgender Sequenzabfolge 5’-[...]TTGGGCCCAA[...]-3’. Das Apt35 sollte so modi-
fiziert werden, dass die detektierten Bindungsbasen (siehe Kapitel 5) und damit die AIL-Region
erhalten blieb. Die Abbildung 5.17 zeigt wie die Modifizierung vorgenommen wurden, damit
zwei mögliche Bindungsstellen in einem Aptamer ermöglicht werden konnten. Dazu wurden je-
weilige Bereiche extrahiert und in eine Aptamersequenz zusammengeführt. Grundsätzlich wurden
die Base GC (Apt35-Postionen 17 und 18) durch die drei Thymine ausgetauscht, wodurch eine
Aptamersequenz mit 36 Basen entstand (Apt36). Anschließend wurde mit der Sequenz die Se-
kundärstrukturvorhersage und Modellierung der 3D-Struktur durchgeführt. Es konnte festgestellt
werden, dass die SSE erhalten blieben (Abbildung B.6, Seite 148).
Abbildung 5.17.: Schematische Darstellung der Generierung des Aptamers mit zwei Bindungstaschen für E2. Auf
der linken Seite ist das Apt35 von ALSAGER ET AL. [25], auf der rechten Seite das designte Apt13 von HILDER AND
HODGKISS [124] und in der Mitte das designte Apt36 mit Sequenz. Alle gezeigten Sequenzen sind in Richtung 5’- zu
3’-Ende angegeben.
Bei der Apt36E2E2 Simulation wurde, wie in Kapitel 5.1 beschrieben, das AMBER 99 Kraftfeld
[146] verwendet. Da die Anzahl der Basen von 35 auf 36 gestiegen ist, hat sich die Anzahl der
negativ geladenen Atome vom DNA-Rückgrat erhöht. Der Ladungsausgleich erfolgte demnach
mit 35 NA+ Ionen. Auch nach der Simulationszeit sind die SSE erhalten geblieben (Abbildung
5.19). Das 3’-Ende hat sich ähnlich wie bei der Apt35E2 Struktur nicht angelagert und bildete
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keine Interaktionen mit E2 aus (Abbildung 5.15). Hingegen hat sich das 5’-Ende näher an die
Struktur angelagert. Die Struktur des Apt36E2E2 ist ähnlich kompakt wie die des Apt35E2, was
sich durch den nahezu identischen Rg von 19,48 ± 1,86 Å ausdrückt (Abbildung 5.18A). Obwohl
nur eine Base mehr in der Struktur vorhanden war, wurden im Durchschnitt 34,0 ± 2,7 und damit
durchschnittlich vier H-Brücken mehr als innerhalb der Apt35E2 Struktur ausgebildet (Abbildung
5.18B). Bei der Betrachtung des Verhaltens der beiden E2 Liganden innerhalb der Aptamerstuktur
muss beachtet werden, dass diese in zwei unterschiedliche Ketten organisiert sind. Diese Orga-
nisation erleichterte die Analyse der separaten E2 Liganden. So wurde das E2 innerhalb der AIL-
Region in die Kette B (E2b) und E2 innerhalb der HL-Region in Kette C (E2c) organisiert. Der Kette
A wurde dem Apt36 zugewiesen.
Abbildung 5.18.: Stabilitätsanalysen der Aptamerstrukturen versus 25 ns MD-Simulationszeit für Apt36E2E2: (A)
Gyrationsradius; (B) Anzahl der H-Brücken innerhalb der Aptamerstruktur; und (C) Strukturabweichung (RMSD-
Berechnung) im Verlauf der MD-Simulation in Bezug auf die Ausgangsstruktur von Apt36E2E2. (D) RMSF-Berechnung
von Apt36E2E2. E2 ist Teil der Apt36E2E2 MD-Simulation und wird als rote (Kette B) und grüne Linie (Kette C) dar-
gestellt. Die verschiedenen Sekundärstrukturen des Aptamers sind oberhalb des RMSF-Diagramms dargestellt. Die
Bindungsbasen von E2b sind mit einem roten und von E2c mit einem blauen Sternsymbol gekennzeichnet (∗).
Die beiden Liganden wurden generell über die gesamte Simulationszeit durch das Apt36 gebun-
den. E2b hat sich ähnlich wie in der Apt35E2 Simulation innerhalb der AIL-Region manifestiert.
Im Vergleich zur Apt35E2 Simulation ist der RMSF für E2b 3,48 ± 0,57 Å höher, im Vergleich
zur E2c innerhalb der HL-Region, die einen RMSF von 5,54 ± 0,81 Å aufwies, jedoch niedriger
(Abbildung 5.18D). Generell ist der RMSF der HL-Regionen für alle betrachteten Aptamere im
Vergleich zu der SR hoch. Aus diesem Grund ist der RMSF-Wert von E2c ebenfalls erhöht, da der
Ligand sich innerhalb dieser Region befand und von dessen Bewegungen mitgetragen wird. Als
Hauptbindungsbasen, innerhalb der AIL-Region, konnten die Basen T13 und T25 identifiziert wer-
den (Tabelle 5.7 und Abbildung B.7, Seite 149). In 75,39% wurden die H-Brücken durch die drei
Sauerstoffatome der Phosphodiesterbindung von T13 zur 3-Position von E2b ausbildet. In 24,54%
wurden die H-Brücken zwischen dem Sauerstoffatom des Tetrahydrofurans, ebenfalls vom DNA-
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Rückgrat, zur 3-Position detektiert. Weiterhin hat die Base T13 π-π-Wechselwirkungen, ausgehend
vom Pyrimidinring, zum A-Ring von E2b ausgebildet, wobei diese überwiegend (96,02%) in der
P-Form auftraten. Hingegen gingen von der Base T25 in 91,61% H-Brücken vom negativ gela-
denen Sauerstoff, aus der Phosphodiesterbindung des Rückgrats, zur 17-β-Position von E2b aus.
Weiterhin hat die Base T25 in 62,00% der Simulationszeit ebenfalls eine π-π-Wechselwirkungen
zu E2b ausgebildet. Ausgehend von den detektierten π-π-Wechselwirkungen von T25, wurden
diese in 45,55% in der P-Form und in 54,45% in der T-Form zum A-Ring ausgebildet. Weiterhin
wurde in 33,72% der Simulationszeit zwei oder mehr π-π-Wechselwirkungen zu dem A-Ring von
E2b detektiert. Die beiden Basen T13 und T25 bildeten generell alle vier Interaktionstypen zu E2b
aus und hatten damit den höchsten Bindungsanteil innerhalb Simulation.
Abbildung 5.19.: Strukturanalyse des letzten Modells der Apt36E2E2 MD-Simulation. (A) 3D-Struktur des Apt36E2E2
mit ausgebildeten SSE. Das 5’-Ende ist innerhalb der Struktur rot und das 3’-Ende gelb dargestellt. E2b befindet sich
innerhalb der AIL-Region und ist Kette B zugehörig. E2c befindet sich innerhalb der HL-Region und ist Kette C zuge-
hörig. E2b und E2c werden als Stabmodell und in roter Farbe dargestellt. Zur verbesserten Sichtbarkeit wurden alle
Wassermoleküle und Ionen entfernt. (B) Kontaktkarte zur Bestimmung der Abstände zwischen den einzelnen Basen-
paaren (Basenindex 1-36), E2b (nr. 37) und E2c (nr. 38) des letzten Zeitschritts der MD-Simulation. Räumlich nah
beieinander liegende Basen werden rot dargestellt. Die SSE und die Basen in der Nähe von E2 sind schwarz gerahmt.
Innerhalb der gerahmten Bereiche zeigen die orangefarbenen Felder die gebildeten SSE mit einem Abstandsbereich
zwischen 1,54 Å und 7,31 Å. Die Basen in der HL-Region haben einen Abstand zwischen 2,31 Å und 5,77 Å. Die
Basen innerhalb der AIL-Region haben einen Abstand von 2,69 Å bis 5,00 Å zu E2b. Die orangefarbenen Felder der
E2c nahen Basen haben einen Abstand zwischen 1,92 Å und 2,69 Å. AIL: asymmetrischer innerer Loop. HL: Hairpin
Loop. SR: Stamregion.
Tabelle 5.7.: Überblick über die detektierten Wechselwirkungen über die gesamte Apt36E2E2 (E2b) MD-Simulation.
Die relative (rel.) Häufigkeit der detektierten H-Brücken, π-π-Wechselwirkungen, wasservermittelten H-Brücken und hy-
drophoben Wechselwirkungen werden angezeigt. Die letzte Spalte zeigt die relative Häufigkeit der jeweiligen Base, die
eine Interaktion zu E2 während der gesamten Simulationszeit von 25 ns ausbildet. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbin-
dung. π-π-WW: π-π-Wechselwirkungen. WM H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke. hydrophobe WW: hydrophobe
Wechselwirkungen.
Bindungsbasen H-Brücke rel. [%] π-π-WW. rel. [%] WM H-Brücke rel. [%] hydrophobe WW rel. [%] Gesamt rel. [%]
G11 0,00 0,00 0,80 0,00 0,80
T12 3,32 1,16 7,20 23,56 29,84
T13∗ 52,08 71,32 19,32 63,68 93,88
A23 7,56 0,00 7,68 13,92 26,76
G24 0,00 0,00 0,92 1,44 2,36
T25∗ 62,00 13,36 19,64 79,60 97,44
T26 0,64 0,00 1,48 0,64 2,44
G28 0,12 0,00 0,20 0,00 0,32
G29 0,04 0,00 0,08 0,00 0,12
∗Hauptbindungsbasen von E2b
Das Verhältnis an detektierten H-Brücken war an beiden Postionen von E2b annähernd gleich
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Tabelle 5.8.: Gegenüberstellung der detektierten Wechselwirkungen zwischen der 3- und 17-β-Position von E2 wäh-
rend der Apt36E2E2 25 ns MD-Simulation (Kette B). Die absolute (abs.) und relative (rel.) Häufigkeit der detektierten
H-Brücke und wasservermittelten H-Brücke werden gegenübergestellt. Die letzte Spalte listet die Gesamtzahl der Inter-
aktionen pro E2-Position auf. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke.
Ligand Position H-Brücke abs./rel. [%] WM H-Brücke abs./rel. [%] Total abs./rel. [%]
3 1532/46,13 1200/62,24 2732/52,05
17-β 1789/53,87 728/37,76 2517/47,95∑
3321/100,00 1928/100,00 5249/100,00
verteilt. Der Anteil an wasservermittelten H-Brücken war, anders als bei den Apt35E2 und Ap34E2,
auf der 3- mit 62,24% gegenüber der 17-β-Position höher (Tabelle 5.8 und Abbildung B.8, Seite
150). 88,32% der wasservermittelten H-Brücken wurden in Form von O–H· · ·O–H· · ·O zur 17-
β-Postion ausgebildet. Zu der 3-Position wurden die wasservermittelten H-Brücken in 99,92% in
From von O–H· · ·O–H· · ·O ausgebildet.
Die Hauptbindungsbasen wiesen Bindungsenergien von -15,08 ± 0,07 kJ · mol−1 für T13 und
-7,51 ± 0,10 kJ · mol−1 für T25 auf (Abbildung 5.20A und Tabelle B.4, Seite 151). Die Base
A23 hatte mit 26,76% einen geringen Interaktionsanteil (Tabelle 5.7), zeitweise durch H-Brücken,
wasservermittelte H-Brücken und hydrophobe Wechselwirkungen, zu E2b. Dessen Bindungsener-
gie lag bei -12,56 ± 0,10 kJ · mol−1. Die durchschnittliche Bindungsenergie ΔGBindung lag bei
-119,06 ± 0.45 kJ · mol−1 und war damit 29,27% höher als bei dem Apt35E2 (Abbildung
5.20B).
Bei der Detektion der Bindungsbasen der E2-Moleküle konnte festgestellt werden, dass es zu kei-
nen Überschneidungen der Basen des Apt36E2E2 gab. Als Hauptbindungsbasen, innerhalb der
HL, konnten die Basen G16, T18 und C20 identifiziert werden (Tabelle 5.9 und Abbildung B.9,
Seite 152). Bei diesen Basen konnte ein hoher Anteil an hydrophoben Wechselwirkungen festge-
stellt werden. G16 bildete π-π-Wechselwirkungen ausgehend vom Purin zum E2 A-Ring in der
P-Form aus. In 76,03% aller von G16 ausgehender π-π-Wechselwirkungen, wurden zwei π-π-
Wechselwirkungen zum A-Ring von E2 detektiert, jeweils eine vom Pyrimidin und eine vom Imida-
zol. Weiterhin konnten π-π-Wechselwirkungen von der Base T18, ausgehend vom Pyrimidinring,
zum E2 A-Ring in P-Form detektiert werden. Die Base G16 befand sich gegenüber von T18 (Ab-
bildung 6.2 Apt36E2E2c). Dadurch war es möglich, dass in 7,80% der gesamten Simulationszeit
bis zu drei π-π-Wechselwirkungen zum A-Ring von E2 detektiert wurden. Zwischen E2c und der
Base T18 konnten ebenfalls H-Brücken detektiert werden. Diese wurde überwiegend von den bei-
den Sauerstoffatomen (Postion 2 und 4) des Pyrimdinringes zur Hydroxylgruppe an der 3-Position
von E2c ausgebildet. Zeitweise konnten auch weitere H-Brücken zwischen der Hydroxylgruppe an
der 3-Postion von E2c und dem Sauerstoffatom an der zweiten Position des Pyrimidinrings detek-
tiert werden. Von dem Rückgrat der Base C20 ausgehend, wurden in 41,68% die H-Brücken von
dem Sauerstoffatom, welches die Phosphodiesterbindung und die Desoxyribose verbindet und in
51,62% vom Sauerstoffatom des Tetrahydrofurans, zur 17-β-Position von E2 ausgebildet. Beson-
ders bemerkenswert ist die erhöhte Anzahl der ausgebildeten wasservermittelten H-Brücken zu E2.
An beiden Positionen von E2 waren diese dominanter, als die direkten H-Brücken (Tabelle 5.10).
58,91% der wasservermittelten H-Brücken wurden in Form von N–H· · ·O–H· · ·O zur 3-Position
ausgebildet. Zu der 17-β-Postion konnten die wasservermittelten H-Brücken in 73,73% in From
von O–H· · ·O–H· · ·O ausgebildet werden.
Die Hauptbindungsbasen wiesen Bindungsenergien von -16,70 ± 0,06 kJ · mol−1 für G16, -
17,91 ± 0,09 kJ ·mol−1 für T18 und -15,63 ± 0,07 kJ ·mol−1 für T25 auf (Abbildung 5.21A und
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Abbildung 5.20.: Energiebeitrag der Basen zur Bindung von E2b durch Apt36E2E2 und Verteilungen der ver-
schiedenen Wechselwirkungen pro Base. (A) Beitrag der Aptamer-Basen zu freier Energie, aufgeteilt in molekulare
mechanische- ΔEMM, polare ΔGpolar und unpolare Solvationsenergie ΔGunpolar, sowie Gesamtenergie pro Base ΔG.
Die verschiedenen Sekundärstrukturen des Aptamers sind oberhalb des Diagramms dargestellt. Fehlerbalken reprä-
sentieren die Standartabweichung. (B) Bindungsenergie ΔG analysiert über die Simulationszeit für Apt36E2E2. (C)
Verteilungen der verschiedenen Wechselwirkungen pro Base, die mit E2b interagieren (nur Interaktionen die in > 1%
zum Liganden detektiert wurden). Die Base T13 nahm eine dominante Rolle bei der Bindung von E2b, durch die π-π-
und hydrophoben Wechselwirkungen sowie H-Brücke, ein. T25 hingegen bildeten hauptsächlich H-Brücke zu E2b aus.
Tabelle 5.9.: Überblick über die detektierten Wechselwirkungen über die gesamte Apt36E2E2 (E2c) MD-Simulation.
Die relative (rel.) Häufigkeit der detektierten H-Brücken, π-π-Wechselwirkungen, wasservermittelten H-Brücken und hy-
drophoben Wechselwirkungen werden angezeigt. Die letzte Spalte zeigt die relative Häufigkeit der jeweiligen Base, die
eine Interaktion zu E2 während der gesamten Simulationszeit von 25 ns ausbildet. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbin-
dung. π-π-WW: π-π-Wechselwirkungen. WM H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke. hydrophobe WW: hydrophobe
Wechselwirkungen.
Bindungsbasen H-Brücke rel. [%] π-π-WW. rel. [%] WM H-Brücke rel. [%] hydrophobe WW rel. [%] Gesamt rel. [%]
G16∗ 6,64 60,92 22,56 30,24 80,84
T17 15,04 0,36 11,52 4,28 23,44
T18∗ 20,00 39,40 32,92 30,72 82,08
T19 5,88 5,24 13,08 9,16 25,48
C20∗ 36,20 2,04 27,64 30,12 76,76
C21 0,00 0,00 0,12 0,00 0,12
A22 0,00 0,00 0,04 0,00 0,04
∗Hauptbindungsbasen von E2c
Tabelle B.5, Seite 154). Die Base T19 hatte mit 25,48% einen geringen Interaktionsanteil (Tabelle
5.7), Zeitweise durch H-Brücken, wasservermittelte H-Brücken und hydrophobe Wechselwirkun-
gen zu E2c. Dessen Bindungsenergie lag bei -11,60 ± 0,07 kJ · mol−1. Die durchschnittliche
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Tabelle 5.10.: Gegenüberstellung der detektierten Wechselwirkungen zwischen der 3- und 17-β-Position von E2 wäh-
rend der Apt36E2E2 25 ns MD-Simulation (Kette C). Die absolute (abs.) und relative (rel.) Häufigkeit der detektierten
H-Brücke und wasservermittelten H-Brücke werden gegenübergestellt. Die letzte Spalte listet die Gesamtzahl der Inter-
aktionen pro E2-Position auf. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke.
Ligand Position H-Brücke abs./rel. [%] WM H-Brücke abs./rel. [%] Total abs./rel. [%]
3 1203/55,11 2217/65,11 3420/61,20
17-β 980/44,89 1188/34,89 2168/38,80∑
2183/100,00 3405/100,00 5588/100,00
Bindungsenergie ΔGBindung lag bei -160.58 ± 0.33 und war damit 4,60% höher als bei dem
Apt35E2, jedoch 25,86% geringer als bei E2b (Abbildung 5.16B).
Abbildung 5.21.: Energiebeitrag der Basen zur Bindung von E2c durch Apt36E2E2 und Verteilungen der ver-
schiedenen Wechselwirkungen pro Base. (A) Beitrag der Aptamer-Basen zu freier Energie, aufgeteilt in molekulare
mechanische- ΔEMM, polare ΔGpolar und unpolare Solvationsenergie ΔGunpolar, sowie Gesamtenergie pro Base ΔG.
Die verschiedenen Sekundärstrukturen des Aptamers sind oberhalb des Diagramms dargestellt. Fehlerbalken reprä-
sentieren die Standartabweichung. (B) Bindungsenergie ΔG analysiert über die Simulationszeit für Apt36E2E2. (C)
Verteilungen der verschiedenen Wechselwirkungen pro Base, die mit E2c interagieren (nur Interaktionen die in > 1%
zum Liganden detektiert wurden). Die Basen G16 und T18 bildeten hauptsächlich π-π-Wechselwirkungen und C20 H-
Brücke zu E2c aus. Der Anteil an ausgebildeten wasservermittelte H-Brücke und hydrophoben Wechselwirkungen war
bei allen drei Basen (G16, T18 und C20) hoch.
Es konnte gezeigt werden, dass das designte Apt36 mit zwei potentiellen Bingungstellen für E2 mit
dem entwickelten Workflow modelliert, simuliert und analysiert werden konnte. Das ausschließlich
in silico untersuchte Aptamer kann demnach, auf der Grundlage dieser Ergebnisse, für in vitro Bin-
dungsstudien eingesetzt werden, um zu überprüfen, ob dieses zwei E2-Moleküle binden kann. Aus
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der modellierten Aptamerstruktur ist es jedoch nicht möglich auf die ursprüngliche in vitro Faltung
rückzuschließen. Demnach ist es ebenfalls nicht möglich, dass die untersuchten Bingungstellen
und damit die Komplexe in dieser Form gebildet werden oder in einer anderen Weise vorliegen.
Gleiches trifft auch auf die weiteren in silico untersuchten Aptamere zu.
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5.4. Komplexsimulationen zwischen EE2 und DIF und dem Apt35
Der bisherige Fokus lag auf der Komplexsimulation von E2 und dem dafür spezifischen Apt35,
welches in der Studie von ALSAGER ET AL. [25] beschrieben wurde. Die Testung von weiteren an-
thropogenen Spurenstoffen wurde an diesem Apt35 in silico vorangetrieben. Dazu wurden das
künstliche Derivat von E2, EE2 und das Schmerzmittel DIF ausgewählt (Abbildung 5.22). Alle drei
anthropogene Spurenstoffe wurden von dem Europäischen Parlament und Rat der Europäischen
Union im Jahr 2013 auf die Beobachtungsliste, in der Richtline 2013/39/EU in Bezug auf priori-
täre Stoffe im Bereich Wasserpolitik, aufgenommen [201]. Die Hormone E2 und EE2 wurden auf
Grund der schädigenden Wirkung auf Flora und Fauna auf die Überwachungsliste gesetzt [202].
DIF wird als nicht-narkotische Analgetika und nicht-steroidale Entzündungshemmer klassifiziert
[203] und wurde auf die Beobachtungsliste gesetzt, da dieses durch Kläranlagen nicht vollständig
aus dem Abwasser entfernt werden kann [204]. Demnach besteht für alle drei Moleküle ein hohes
Interesse diese aus den kontaminierten Gewässern zu entfernen [205].
Abbildung 5.22.: Gegenüberstellung der drei untersuchten anthropogenen Spurenstoffe. Alle drei Moleküle wurden
mit dem E2-spezifische DNA-Aptamer [25] in drei Komplexsimulationen auf mögliche Bindungen getestet. (A) E2. (B)
EE2, in gelb ist die zusätzliche Ethinylgruppe an der 17-β-Position hervorgehoben. (C) DIF.
5.4.1. Komplexsimulation zwischen EE2 und dem Apt35
EE2 ist einer der wichtigsten synthetischen Estrogene, welches unter anderem für Empfängnisver-
hütung bei Frauen verwendet wird. Es verursacht kritische Wirkungen auf die Umwelt und führt zur
Feminisierung von männlichen Fischen, wie bei der Gold-Elritze nachgewiesen wurde [206, 202].
Weiterhin konnte festgestellt werden, dass durch eine frühzeitige EE2 Einwirkung auf die Popula-
tion der Zebrabärblinge (Danio rerio) die weibliche Zebrabärblinge weniger umworben wurden,
was folglich zu einem reduziertem Fortpflanzungserfolg führte [207]. Demnach beseht auch bei
diesem EE2-Molekül der Bedarf, dieses aus den Gewässern zu entfernen [205]. Um einen kosten-
günstigen Einsatz von Beginn an zu begünstigen, wird in den Simulationsstudien untersucht, ob das
Apt35 in der Lage ist EE2 zu binden. Als Ausgangsstruktur dient, ähnlich wie in der PNA MD-Simu-
lation, der letzte Zustand der Apt35E2 Simulation. Das EE2 wurde durch ein Ligand-Alignment zu
E2 so ausgerichtet, damit dieser sich innerhalb der Bindungsstelle befindet. Anschließend wurde
die Apt35EE2 Komplexsimulation von diesem Zustand aus gestartet. Während der Simulation hat
sich die Position von EE2, im Vergleich zum Startpunkt, stark verändert. Auch die Struktur des Ap-
tamers hat sich innerhalb der Simulation verändert. Das Aptamer hatte zu Beginn einen geringen
Rg-Wert von 19,22 Å und damit eine hohe Packungsdichte. Im weiteren Verlauf entfaltete sich
das Apt35EE2 zunehmend und erreicht die maximale Entfaltung mit einem Rg-Wert von 22,00 Å
bei 13,6 ns, um anschließend wieder auf 19,32 Å abzusinken (Abbildung B.11A, Seite 155). Im
selben Zeitraum von ca. 13,6 ns, sinkt die Anzahl der H-Brücken innerhalb des Apt35EE2 auf 23
und steigt im weiteren Verlauf wieder auf 34 H-Brücken an (Abbildung B.11B, Seite 155). EE2
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dreht sich bei ca. 5 ns aus der Bindungstasche heraus. Anschließend wurde die Bindung von EE2
durch das Apt35EE2 an der 3-Position von EE2 dominiert. Diese Drehung kann in der Abbildung
B.12B, D und F auf Seite 156, beobachtet werden. Innerhalb der ersten 5 ns nahm die Base C26
eine dominante Rolle bei der Bindung von EE2 ein. Zwischen EE2 und C26 konnten H-Brücken, π-
π-Wechselwirkungen und wasservermittelte H-Brücken detektiert werden. Nach der Rotation des
Liganden wurde durch die Base C26 nur noch wenige dieser Interaktionen detektiert. C26 hat
jedoch im gesamten Simulationsverlauf einen hohen Anteil an hydrophoben Wechselwirkung zu
EE2. Bis zum Ende der Simulation hat sich die Bindungsstelle verdichtet und EE2 konnte nicht
vollständig in diese Bindungsstelle hineindiffundiert (Abbildung 5.23).
Abbildung 5.23.: Strukturanalyse des letzten Modells der Apt35EE2 MD-Simulation. (A) 3D-Struktur des Apt35EE2
mit ausgebildeten SSE. Das 5’-Ende ist innerhalb der Struktur rot und das 3’-Ende gelb dargestellt. EE2 wird als
Stabmodell und in roter Farbe dargestellt. Zur verbesserten Sichtbarkeit wurden alle Wassermoleküle und Ionen entfernt.
(B) Kontaktkarte zur Bestimmung der Abstände zwischen den einzelnen Basen (Basenindex 1-35) und EE2 (nr. 36) des
letzten Zeitschritts der MD-Simulation. Räumlich nah beieinander liegende Basen werden rot dargestellt. Die SSE und
die Basen in der Nähe von EE2 sind schwarz gerahmt. Innerhalb der gerahmten Bereiche zeigen die orangefarbenen
Felder die gebildeten SSE mit einem Abstandsbereich zwischen 1,54 Å und 9,23 Å. Die Basen in der AIL-Region haben
einen Abstand zwischen 2,31 Å und 3,08 Å. Die orangefarbenen Felder der EE2 nahen Basen haben einen Abstand
zwischen 2,31 Å und 5,00 Å. AIL: asymmetrischer innerer Loop. HL: Hairpin Loop. SR: Stamregion.
Ähnlich wie bei der Apt35E2 Komplexsimulation, nahm auch die Base T24 eine Schlüsselposi-
tion bei der Bindung von EE2 durch alle vier detektierten Interaktionstypen ein (Tabelle 5.11).
Durch das Purin Grundgerüst der Base G11, war es möglich zwei π-π-Wechselwirkungen zum
A-Ring von EE2 zu detektieren. In 20,64 % der Simulationszeit wurden drei π-π-Wechselwirkun-
gen gleichzeitig detektiert. Wie in der Sekundärstruktur von Apt35 zu erkennen ist (Abbildung 5.3,
Seite 69), liegen sich die beiden Basen gegenüber und somit wurde die Bindung von EE2, in
69,28 % der Simulationszeit, durch eine π-π-Wechselwirkung von oben (T24) und mindestens
eine von unten (G11) dominiert. Durch die Rotation von EE2 innerhalb der Bindungstasche wur-
den nur wenige Interaktionen mit der Hydroxylgruppe an der 17-α-Position ausgebildet. Vereinzelt
konnten H-Brücken und wasservermittelte H-Brücken zu dieser Postion detektiert werden (Tabel-
le 5.12 und Abbildung B.13, Seite 157). Die entsprechenden geometrischen Eigenschaften wie
Bindungslängen und -winkel zwischen Donor- und Akzeptoratomen sowie Ringmitten der π-π-
Wechselwirkungen sind in der Abbildung C.10 auf Seite 165 hinterlegt.
Weiterhin ist zu beachten, dass die durchschnittliche Bindungsenergie ΔGBindung mit -135,81 ±
0.30 kJ · mol−1bestimmt wurde (Abbildung B.14B, Seite 158) und damit 19,31 % höher als bei
dem Apt35E2 war (Abbildung 5.7). Die Bindungsbase T24 hatte eine Bindungsenergie von -15,22
± 0,09 kJ·mol−1 (Tabelle B.6, Seite 159) und war lediglich 1,82 % niedriger als die Bindungsbase
von Apt35E2. Die beiden weiteren Bindungsbasen wiesen Bindungsenergien von -16,87 ± 0,07
kJ ·mol−1 für G11 und -9,56 ± 0,10 kJ ·mol−1 für C26 auf.
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Tabelle 5.11.: Überblick über die detektierten Wechselwirkungen über die gesamte Apt35EE2 MD-Simulation. Die
relative (rel.) Häufigkeit der detektierten H-Brücken, π-π-Wechselwirkungen, wasservermittelten H-Brücken und hydro-
phoben Wechselwirkungen werden angezeigt. Die letzte Spalte zeigt die relative Häufigkeit der jeweiligen Base, die
eine Interaktion zu EE2 während der gesamten Simulationszeit von 25 ns ausbildet. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbin-
dung. π-π-WW: π-π-Wechselwirkungen. WM H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke. hydrophobe WW: hydrophobe
Wechselwirkungen.
Bindungsbasen H-Brücke rel. [%] π-π-WW. rel. [%] WM H-Brücke rel. [%] hydrophobe WW rel. [%] Gesamt rel. [%]
C10 0,00 0,00 0,00 0,16 0,16
G11∗ 12,76 79,60 23,24 12,84 91,16
T12 1,68 0,00 5,84 6,88 13,64
A22 0,00 0,00 0,04 0,00 0,04
G23 2,40 0,00 2,80 0,00 5,04
T24∗ 36,56 61,60 41,80 70,48 95,88
T25 0,88 0,00 0,60 0,00 1,44
C26∗ 9,32 6,04 10,92 71,80 85,40
∗Hauptbindungsbasen von EE2
Tabelle 5.12.: Gegenüberstellung der detektierten Wechselwirkungen zwischen der 3- und 17-α-Position von EE2 wäh-
rend der Apt35EE2 25 ns MD-Simulation. Die absolute (abs.) und relative (rel.) Häufigkeit der detektierten H-Brücke
und wasservermittelten H-Brücke werden gegenübergestellt. Die letzte Spalte listet die Gesamtzahl der Interaktionen
pro EE2-Position auf. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke.
Ligand Position H-Brücke abs./rel. [%] WM H-Brücke abs./rel. [%] Total abs./rel. [%]
3 1787/99,22 2609/94,05 4396/96,09
17-α 14/0,78 165/5,95 179/3,91∑
1801/100,00 2774/100,00 4575/100,00
Innerhalb der Simulationszeit ist EE2 nicht vollständig aus der Bindungstasche herausdiffundiert.
Jedoch besteht das Risiko, bei Fortführung der Simulation, da sich die Bindungsstasche bereits
zusammengezogen hat und damit kein Platz für den Ligand vorhanden ist und damit aus der
Bindungsstelle herausgerückt wird. Andererseits ist es möglich, das EE2 weiterhin in dieser oder
ähnlicher Position verharrt, die AIL-Region sich aufgrund der Basen nicht weiter zusammen ziehen
kann und damit EE2, ähnlich wie in einem Scharnier in dieser Bindungsstelle, sich hin und her
bewegt und dies schlussendlich der stabilste Zustand ist, den das System erreichen kann. Aus
der Studie von ALSAGER ET AL. [25] ist nicht bekannt, ob das E2-spezifische Apt35 ebenfalls in der
Lage ist, EE2 zu binden. Die einseitige Bindung von EE2 kann durch die Fortführung der Simulation
oder eine experimentelle Studie weiterhin bewertet werden. Auf der Grundlage der in dieser Arbeit
erlangten Ergebnisse kann keine Empfehlung, für die Verwendung des Apt35 bei der Detektierung
von EE2, ausgesprochen werden. Für die Detektierung von EE2 kann das bereits beschriebene
Aptamer von AKKI ET AL. verwendet werden [123].
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5.4.2. Komplexsimulation zwischen Diclofenac und dem Apt35
Neben den Liganden E2 und EE2 wurde auch DIF für die Bindungsstudie gewählt. DIF gehört
zur Wirkstoffklasse der Nichtsteroidales Antirheumatikum, besitzt entzündungshemmende und an-
tipyretische Eigenschaften und ist ein sehr hydrophobes Molekül [87]. Durch seine strukturelle Be-
schaffenheit (Abbildung 5.22C) ist DIF in der Lage (I) durch die Benzolringe (2,6-Dichlorophenyl
und Phenylamin) π-π-Wechselwirkungen, (II) durch die Hydroxylgruppe und dem Sauerstoff an
der Essigsäure H-Brücken, (III) druch die Chloratome Halogenbindungen und (IV) durch die Car-
boxylatgruppe an der Essigsäure Salzbrücken mit einer Protein-Target-Struktur auszubilden. Durch
seine hydrophobe Beschaffenheit sind hydrophobe Wechselwirkungen ebenfalls möglich (PLIP-
Analyse an der Proteinstruktur PDB:5u1r). Für die Komplexsimulation zwischen DIF und Apt35
wurde die mit dem MMB Tool generierte Ausgangsstruktur (siehe Kapitel 5.1) und die Startpostion
von E2 gewählt. Die Analyse der einzelnen Zeitschritte hat gezeigt, dass DIF aus der Apt35DIF
Bindungstasche herausdiffundiert (Abbildung 5.24). Während der gesamten 25 ns MD-Simulation
diffundiert DIF nicht mehr in die Bindungstasche hinein. Dadurch war es nicht möglich Interaktio-
nen zwischen DIF und Apt35 zu detektieren. Die energetische Betrachtung mittels der MM/PBSA-
Methode hat ebenfalls zu keinen Erkenntnissen bezüglich des Einflusses einzelner Basen auf die
Bindung von DIF geführt.
Abbildung 5.24.: Analyse der Apt35DIF MD-Simulation. Oberflächendarstellung des Apt35DIF und DIF wird als rotes
Stabmodell dargestellt. DIF diffundiert innerhalb von 0,4 ns aus der Bindungstasche des Aptamers heraus. Ausgehend
von der Ausgangsposition des DIF-Moleküls, hat dieses sich innerhalb des betrachteten Zeitraums um ca. 17 Å entfernt.
Zur verbesserten Sichtbarkeit wurden alle Wassermoleküle und Ionen entfernt.
DIF war es nicht möglich sich innerhalb der Apt35E2 Bindungstasche zu manifestieren. Daraus
lässt sich schließen, dass die Startposition von DIF, oder die Bindungstasche nicht für diesen Li-
gand geeignet waren. Die Simulation kann mit einer Repositionierung oder Zuhilfenahme eines
Docking-Verfahrens zur Identifizierung einer geeigneten Postion neu begonnen werden um eine
mögliche Bindungstasche ausfindig zu machen, die DIF im Verlauf der Simulation bindet. Jedoch
ist mit dieser Variation nicht gesichert, eine Bindungstasche ausfindig zu machen. Es exsistieren
mehr als 56 Aptamere, die geeignet sind DIF zu binden. Vier von diesen wurden durch JOENG ET
AL. als hoch affin bewertet. In der Studie wurde unter anderem vorgeschlagen, die ausgewählten
Aptamere zur Erfassung von DIF-kontaminiertem Körperflüssigkeiten, Verunreinigungen in Wasser
und als Biorekzeptorkomponente für die Entwicklung eines DIF-spezifischen Biosensoren einzuset-
zen [87]. Für den Einsatz des Apt35 zur Detektierung von DIF wird abgeraten, da innerhalb dieser
Arbeit keine potenzielle Bindungsstelle identifiziert werden konnte und dazu keine experimentellen
Studien existieren.
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5.5. Zusammenfassung und Schlussfolgerung
Die Ergebnisse zeigen, dass die Interaktionsanalyse, in Kombination mit einer Ligand-Targetstruk-
tur-MD-Simulation, den Weg für das Verständnis der intrinsischen Dynamik einer Ligandbindung
durch eine Targetstruktur ebnet. Für diese Untersuchungen wurde ein allgemeines Ablaufschema
entwickelt, welches es ermöglicht, die Wechselwirkungen zwischen mindestens einem Liganden
und einer Aptamerstruktur mit einer bekannten Aptamersequenz zu analysieren [19]. In dieser Ar-
beit wurde das Bindungsverhalten von E2 innerhalb des E2-spezifischen Aptamers [25] (Apt35),
den zwei modifizierten Aptamer-Variationen (Apt34 und Apt36) und in einem künstlichen Analo-
ga des Apt35 (PNAApt35) erfolgreich analysiert und das Zusammenspiel der Wechselwirkungen
beobachtet. Das MSA in Abbildung 5.25 zeigt die konservierten Basen der Aptamere. Die detek-
tierten Hauptbindungsbasen von E2 sind in dem Alignment (Abbildung 5.25) hervorgehoben. Es
hat sich herausgestellt, dass die Base T, gegenüber den anderen Basen eine konservierte Rolle
bei der Bindung von E2 einnahm. Das Verhältnis der Base T gegenüber den anderen drei Basen,
beträgt 7 zu 6. Die prozentuale Abdeckung sowie Identität der Aptamersequenzen sind in der
Tabelle 5.13 gegenübergestellt.
Abbildung 5.25.: Multiples Sequenz-Alignment der E2-bindenden Aptamersequenzen mit Clustal Omega [208]. Über
dem Alignment befindet sich die Längenangabe. Das Sternsymbol () unterhalb des Alignments repräsentiert eine Über-
einstimmende Postion aller Aptamere. Farblich unterlegt sind die detektierten E2-Hauptbindungsbasen der untersuchten
Aptamere.
Es wurde festgestellt, dass sich die dominanten Basen (T12, T24 und C26) in der AIL-Region
des Apt35E2 befinden, die verschiedene nicht-kovalente Bindungen zu E2 bildeten. ALSAGER ET
AL. und SVOBODOVÁ ET AL. führten keine Analyse der Bindungsinteraktion zwischen E2 und dem
Aptamer durch [25, 114]. Daher war es nicht möglich, diese Studien in den Vergleich der Bin-
dungsinteraktion einzubeziehen. Die von HILDER AND HODGKISS [124] identifizierten Apt22E2-
Bindungsbasen konnten innerhalb dieser Arbeit (Apt35E2) bestätigt werden [19]. Neben den do-
minanten Basen existieren weitere Basen mit einem geringen Abstand zu E2 (G11, T13, G23 und
T25). Diese sind an der Bildung von Wechselwirkungen beteiligt und tragen so zur Bindung des
Liganden innerhalb der Aptamerstruktur bei.
Tabelle 5.13.: Sequenzvergleich der E2-bindenden Aptamere. Dargestellt werden die prozentuale Abdeckung und pro-
zentuale Identität (in Bezug auf die Sequenz von Apt36E2E2) aus dem Multiplem Sequenz-Alignment (Abbildung 5.25).





∗ in Bezug auf die Sequenz von Apt36E2E2
Aus dem MSA geht hervor, dass die Abfolge der Basen des Apt35E2 und PNAApt35E2 identische
waren, jedoch ist es mit dieser Darstellung nicht möglich die Zusammensetzung des Rückgrats
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voneinander zu unterscheiden. Aus der PNAApt35E2 MD-Simulation wurde ersichtlich, dass sich
gegenüber der Vorbildstruktur Apt35E2, die Bindungsbasen deutlicher von den anderen Basen
separierten und dieses im Verlauf der Simulation erhalten blieben. Bei den beiden konservierten
Basen handelte es sich um T12 und C26. Dies könnte durch das flexiblere Rückgrat der PNA
verursacht sein, da die Basen in ihrer Bewegung, im Gegensatz zum Zucker-Phosphat-Rückgrat
der DNA, nicht mehr so stark eingeschränkt sind.
Durch die Entfernung der Base G24 aus der Sequenz des Apt35E2, kam es zu einer Verengung der
AIL-Region und im Verlauf der Apt34E2 Simulation zur Repositionierung von E2. Daraufhin wurden
die π-π-Wechselwirkungen maßgeblich durch die Base A22 ausgebildet. Weithin kam es durch
die Repositionierung zu einem sprunghaften Wechsel der Bindungsbasen, die H-Brücken zu E2
ausbildeten. Innerhalb des MSAs wurden die Basen T12, A22 und C25 als Hauptbindungsbasen
markiert, da die Base C25 schlussendlich die H-Brücken zu E2 ausbildete und damit die Base T24
ablöste.
Neben der Entfernung von Basen, ist es ebenfalls möglich das Aptamer so zu designen, dass
dieses potentiell in der Lage ist ein zweites, oder mehr Liganden gleichzeitig, in unterschiedlichen
Bindungsstellen zu binden. Dies ist bei der Kombination der beiden Aptamere Apt35 [25], mit
detektierten Bindungsbasen [124, 19] und Apt13, ebenfalls mit bekannten Bindungsbasen [124],
gelungen. Ähnlich wie bei den anderen simulierten E2-Aptamer-Komplexen, nahm die Base T eine
wichtige Rolle bei der Bindung von E2 ein. Jedoch hat sich die Bindungstasche innerhalb der AIL-
Region so verformt, dass sich auch die Bindungsbasen im wesentlichen auf T13 und T25 verlager-
ten. Diese waren mit allen vier detektierten Interaktionstypen an der Bindung von E2 beteiligt und
damit hoch konserviert. Die zweite Bindungsstelle wurde aus der Studie von HILDER AND HODG-
KISS [124] abgeleitete, diese in die Sequenz des Apt35 aufgenommen und einige Basen aus dem
Hairpin entfernt. Demnach wurde auf die Struktur des Apt35 ein erweiterter HL drapiert, um damit
eine geeignete zweite Bindungsstelle für E2 zu schaffen. Bei anschließenden Simulation konnten
die Bindungsbasen G16, T18 und C20 innerhalb des HL detektiert werden. Auffällig war auch die
hohe Fluktuation des E2-Moleküls, was mit der hohen Flexibilität des HL begründet wurde. Die
Basen G16, T18 und C20 entsprechen der Basenabfolge G5, T7 und C9 innerhalb der designten
Aptamerstrukur von HILDER AND HODGKISS [124]. Die Autoren beschrieben unter anderem, dass
E2 den HL zerreißt, da der Loop auseinander gezogen wurde. Diese Beobachtung konnte inner-
halb der 25 ns Apt36E2E2 MD-Simulation nicht bestätigt werden. Jedoch verlief die von HILDER
AND HODGKISS [124] durchgeführte Simulation 5 ns länger. Die Autoren idenfizierten Wechselwir-
kungen zwischen E2 und den Basen T6, C9 und C10. Dabei wurden die H-Brücken aufgrund des
Platzes mit dem Rückgrat des Apt13E2 ausgebildet. Die Base C10 bildete π-π-Wechselwirkungen
zum A-Ring von E2 aus. In dieser Arbeit wurden hingegen die π-π-Wechselwirkungen, ausgehend
vom G16 und T18 des Apt36E2E2 beobachtet, welche den Basen G5 und T7 aus der Struktur
des Apt13E2 entspricht. Generell ist die Fluktuation der interagierenden Basen im HL hoch, was
durch die erhöhte Flexibilität dieser Region verursacht sein könnte.
Hauptsächlich wurden H-Brücken, π-π-Wechselwirkungen und wasservermittelte H-Brücken ana-
lysiert, aber auch die nicht-selektive hydrophobe Interaktionen wurden berücksichtigt. Die Verwen-
dung eines expliziten Lösungsmittels in der MD-Simulation ermöglicht die Bestimmung von was-
servermittelten H-Brücken. Letzte sind nicht nur im E2-bindenden Proteinen präsent [187]. Diese
tragen auch bei der Bindung von E2 durch Aptamere bei [19]. Darüber hinaus wurde die Be-
deutung von H-Brücken und π-π-Wechselwirkungen für die Bindung von E2 durch Proteine oder
DNA-Aptamere nachgewiesen [187, 188, 124, 19]. Aufgrund des vorherrschenden hydrophoben
und starren Grundgerüsts von E2 nehmen hydrophobe Wechselwirkungen bei der Beurteilung
der E2-Bindung eine entscheidende Rolle ein. Dennoch lag der Fokus dieser Arbeit auf die spe-
zifischen Wechselwirkungen (H-Brücken und π-π-Wechselwirkungen) sowie wasservermittelte H-
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Brücken, da diese die stärksten nicht-kovalenten Bindungstypen sind [148]. Die Identifizierung der
Bindungsbasen und der Vergleich mit der Studie von HILDER AND HODGKISS [124] ermöglich-
te eine gezielte Gestaltung der Aptamerstruktur zur Optimierung der Bindungsspezifität. Darüber
hinaus konnte bestätigt werden, dass die beiden Aptamerenden 5’ und 3’ aller untersuchten Ap-
tamere nicht mit E2 interagieren und somit frei für die Immobilisierung auf potenziellen Substraten
sind.
Eine experimentelle in vitro Validierung zur Identifizierung der Bindungsstelle durch Mutationsstu-
dien wäre ein entscheidender Schritt zur experimentellen Validierung der Ergebnisse. Ein weiterer
möglicher Schritt zur Bewertung des entwickelten Workflows besteht darin, einen bestehenden
Ligand-Aptamer-Komplex aus der PDB [34, 35] zu verwenden und diesen und die Bindungsstelle
mit der Methode zur Erzeugung der Struktur zu vergleichen.
Die konservierten Basen, welche in den verschiedenen Aptameren für die Bindung von E2 verant-
wortlich waren, sind in der Vergleichsübersicht in Abbildung 5.26 gegenübergestellt. Diese An-
sicht stellt die jeweiligen spezifischen Wechselwirkungen (H-Brücken und π-π-Wechselwirkungen)
sowie wasservermittelte H-Brücken, die zu den funktionellen Gruppen von E2 detektiert wurden,
gegenüber. Aber auch hydrophobe Wechselwirkungen wurden berücksichtigt und in die Abbil-
dung 5.26D integriert. Die Kreisdiagramme (Abbildung 5.26A und F) zeigen die Verteilung der H-
Brücken und der wasservermittelten H-Brücken, die an den Positionen 3- und 17-β von E2 detek-
tiert wurden. Die Kreisflächen sind dabei relativ zu den häufigsten, detektierten Interaktionen an
der 3-Postion links und auch relativ zu den häufigsten Interaktionen an der 17-β von E2 darge-
stellt. Aus dieser Illustration geht hervor, dass die meisten H-Brücken innerhalb der Apt35E2-Struk-
tur zur 3-Postion detektiert wurden. Im Gegensatz dazu wurde innerhalb der Apt34E2-Struktur, die
häufigsten H-Brücken und wasservermittelten H-Brücken zur 17-β-Postion, im Vergleich zu den
anderen Aptameren, detektiert. Die Abbildung 5.26B und E zeigen hingegen, auf welche Basen
sich diese Wechselwirkungen pro Position von E2 verteilen. Zu der 3-Position von E2 wurden die
H-Brücken maßgeblich von den Basen C und T ausgebildet. Bei den wasservermittelten H-Brücken
war die Base T häufig an den Interaktionen über das H2O-Molekül beteiligt. Bei der Ausbildung
der H-Brücken und wasservermittelten H-Brücken zu der 17-β-Position, war die Base T relevant.
Innerhalb der HL-Region von Apt36E2E2Cc wurden diese Interaktionen maßgeblich von der Base
C ausgebildet. Prinzipiell ist es durch die Basen der Aptamere möglich, selektive π-π-Wechselwir-
kungen, ausgehend von den Purin- und Pyrimidin-Grundgerüst, zum A-Ring von E2 auszubilden.
Besonders die Pyrimidin-basierte Base T konnte am häufigsten detektiert werden. Jedoch hat sich
gezeigt, dass alle Basen bei der Bindung von E2 durch π-π-Wechselwirkungen vertreten waren
(Abbildung 5.26C). Demnach kann von diesem Wissensstand nicht davon ausgegangen werden,
dass eine bestimmte Base innerhalb der Aptamer-Bindungsstelle von E2 vorhanden sein muss,
da es möglich ist, dass jede der vier Basen einschließlich U, diese Rolle einnehmen kann. Die
Ausgebildeten π-π-Wechselwirkungen wurden in der P-Form detektiert. Wie bereits beschrieben
werden die hydrophoben Wechselwirkungen durch entropische Veränderungen und nicht durch
Anziehungskräfte erzeugt. Bei der Detektierung viel auf, dass diese unspezifischen Wechselwirkun-
gen häufig auftraten, was dem Überwiegend hydrophoben Rückgrat von E2 zuzuschreiben ist.
Demnach bilden ebenfalls alle vier Basen diesen Interaktionstypen aus, wobei die Base T wieder
dominant war. Besonders häufig konnte die Base T in der AIL-Region in Apt36E2E2Cb-Struktur
bei der Ausbildung der hydrophoben Wechselwirkungen zu E2 beobachtet werden (Abbildung
5.26D und B.7H, Seite 149). Es konnten die drei Basen T12, T13 und T25 detektiert werden, die
dominant bei der Ausbildung der hydrophoben Wechselwirkungen waren. Die entsprechenden
geometrischen Eigenschaften wie Bindungslängen und -winkel zwischen Donor- und Akzeptora-
tomen sowie Ringmitten der π-π-Wechselwirkungen der verschiedenen Aptamere sind in der von








Abbildung 5.26.: Übersicht der Basen-abhängigen Interaktionen zu den funktionellen Gruppen von E2. (A) Verteilungen der H-Brücken und wasservermittelten H-Brücken, die mit E2
an der 3-Postion interagierten. Kreisflächen sind relativ zu den häufigsten detektierten Interaktionen an der 3-Postion von E2. Der größte Anteil wurden beim Apt35E2 detektiert. (B)
Verteilungen der H-Brücken und wasservermittelten H-Brücken pro Base, die mit E2 an der 3-Postion interagierten. (C) Verteilungen der π-π-Wechselwirkungen pro Base, die mit dem
A-Ring von E2 interagierten. (D) Verteilungen der hydrophoben Wechselwirkungen pro Base, die mit dem hydrophoben Rückgrat von E2 interagierten. (E) Verteilungen der H-Brücken und
wasservermittelten H-Brücken pro Base, die mit E2 an der 17-β-Postion interagierten. (F) Verteilungen der H-Brücken und wasservermittelten H-Brücken, die mit E2 an der 17-β-Postion
interagierten. Kreisflächen sind relativ zu den häufigsten detektierten Interaktionen an der 17-β-Postion von E2. Der größte Anteil wurden beim Apt34E2 detektiert.
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In silico wurde geprüft, ob das Apt35 in der Lage ist EE2 innerhalb der gleichen Bindungsstelle
zu binden. Dabei wurde festgestellt, dass sich das 17-α-Ende von EE2 im Verlauf der Simulation
aus der Bindungstasche herausdreht und damit an der 3-Postion durch H-Brücken und wasser-
vermittelte H-Brücken gebunden wird. Innerhalb der 25 ns konnte jedoch keine Aussage darüber
getroffen werden, ob sich das EE2 aus der Bindungstasche von Apt35EE2 vollständig heraus-
löst. Auch das Aptamer hat sich im Verlauf der Simulation erst entfaltet und ist anschließend in
eine ähnlich kompakte Form zurückgekehrt. Dennoch kann nicht empfohlen werden das Apt35
von ALSAGER ET AL. [25] für den angestrebten Nachweis von EE2 in verschiedenen Medien zu
verwenden.
Weiterhin wurde in silico geprüft, ob das Apt35 auch in Lage ist, DIF innerhalb der gleichen Bin-
dungsstelle zu binden, obwohl DIF kein Derivat von E2 ist. Es konnte festgestellt werden, dass das
DIF-Molekül die potentielle Bindungsstelle zu Beginn der Simulation verlässt und auch während
des gesamten Simulationsverlaufes nicht mehr in die Bindungsstelle hineindiffundiert und auch
nicht an eine andere Position an dem Apt35 bindet.
Mit dem Entwickelten Workflow war es möglich, neben dem E2-Molekül, auch weitere Moleküle
auf Bindung innerhalb der Apt35-Struktur zu untersuchen. Außerdem wurden Aptamere designt
(Apt34 und Apt36) und ebenfalls mit dem Workflow verarbeitet, um optimierte Versionen des
ursprünglichen Apatmers zu kreieren. Da es sich hierbei um in silico Studien handelt, sind die
beobachteten Ergebnisse auch in vitro zu überprüfen.
Dieses Verfahren könnte auch mit dem Workflow von HILDER AND HODGKISS [124] durchgeführt
werden, um die Ergebnisse beider Methoden zu vergleichen. Bei der Ausführung des Workflows
sollte bekannt sein, dass das verwendete Aptamer in der Lage ist, ein bestimmtes Molekül zu
binden. Es wird nicht empfohlen, ein Aptamer mit bekannter Sequenz zu modellieren und die Bin-
dungsstudien mit einem beliebigen Liganden durchzuführen. Gleiches gilt für eine Bindungsstudie,
bei der der Ligand im Fokus steht, jedoch kein spezifisches Aptamer zur Verfügung steht. Zuver-
lässige Ergebnisse können nur mit ausreichendem Wissen über das Aptamer und den Liganden
erzielt werden.
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6. Vergleichende Bewertung der
Interaktionsanalysen und Identifizierung
funktioneller Gruppen
Durch die Anwendung einer durchgehend einheitlichen Methode für die Detektion der verschiede-
nen Interaktionstypen, war es schlussendlich möglich die drei Säulen der Interaktionsanalysen von
E2-Targetstrukturen zu vereinen. Dazu wurden die untersuchten repräsentativen Bindungstaschen,
inklusive detektierten Wechselwirkungen, aus den Proteinstrukturen mit den Bindungsetellen, aus
den durchgeführten Simulationsstudien zwischen DNA/PNA-Aptamere und E2, verglichen. Aus
den Analysen konnten elf E2-Bindungsstellen, von denen sechs aus den Proteinen, vier aus den
DNA-Aptameren und eine aus dem PNA-Aptamer abstammen, extrahiert werden. Bei den unter-
suchten Proteinstrukturen handelte es sich um Momentaufnahmen, sodass nur ein Zustand un-
tersucht werden konnte. Dennoch existierten 69 E2-bindende Proteinketten, die für die Interakti-
onsanalysen zu Verfügung standen. Da diese teilweise hochredundant waren, war es nötig eine
repräsentative Struktur abzuleiten, die möglichst ein vielfaches aller betrachteten Bindungsstellen
bildete. Demnach konnten sechs repräsentative E2-Bindungsstellen abgeleitet werden, jeweils eine
pro PF. In Abbildung 6.1 sind diese, die innerhalb der repräsentativen E2-bindenden Proteinketten
detektiert werden konnten, gegenübergestellt.
Bei der Analyse der Ligand-bindenden Aminosäuren konnte festgestellt werden, dass E2 meist im
Inneren der Proteinstrukturen lokalisiert war. Demnach war das E2-Molekül auch von vielen Ami-
nosäuren umgeben, denen es möglich war Interaktionen zum Ligand auszubilden. Welche Interak-
tionstypen ausgebildet wurden, ist von den Aminosäuren und ihren unterschiedlichen physikoche-
mischen Eigenschaften abhängig. Da E2 ein sehr hydrophobes Molekül ist, sind die entsprechen-
den Bindungstaschen ähnlich beschaffen, wodurch auch nur wenig Wassermoleküle innerhalb der
Proteinstrukturen verfügbar waren. Es war möglich konservierte Interaktionstypen zu bestimmen,
durch die E2 innerhalb der Proteinstrukturen gebunden wurde. Dabei hat sich herausgestellt, dass
die interagierenden Aminosäuren unterschiedlich sein können, aber über gleiche physikochemi-
schen Eigenschaften verfügen, durch die die Bindung von E2 ermöglicht wird. Durch die hohe
Variabilität der detektierten Aminosäuren, ist die Ableitung eines einheitlichen Bindungsmusters
auf dieser Betrachtungsebene nicht möglich. Jedoch kann die Identifizierung der fundamentalen,
funktionellen Gruppen, die im wesentlichen für die Bindung von E2 verantwortlich waren, bei der
Beschreibung des gesuchten Bindungsmusters hilfreich sein.
Im Gegensatz zu den Proteinen, ist E2 innerhalb der Aptamere nicht vollständig von möglichen
Interaktionspartner umgeben. Diese befinden sich in einer Art Tunnel, welcher durch die AIL- und
HL-Region gebildet wurden. Demnach ist E2 von vielen Wassermolekülen umgeben, welche einen
hohen Einfluss auf die Bindung mit sich brachte. Ein weiterer wesentlicher Unterschied zwischen
Proteinen und DNA liegt in der zugrundeliegenden Molekülstruktur. Proteine sind aufgrund des
flexiblen Rückgrats in der Lage hoch kompakte Strukturen auszubilden. Das Zucker-Phosphat-
Rückgrat ist hingegen, gegenüber dem Proteinrückgrad, weniger flexibel und es erreicht nicht
diese hohe Kompaktheit. Damit verbunden ist auch, dass durch die verminderte Flexibilität mehr
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unspezifische Bindungen zwischen dem E2 und dem Rückgrat der DNA ausgebildet werden.
Abbildung 6.1.: Übersicht über alle sechs repräsentativen Proteinketten, die durch die globale Strukturähnlichkeit der
E2-bindenden Proteinketten und Bindungsstellen ausgewählt wurden. Die Aminosäuren und E2 werden als Stabmodell
dargestellt. E2 ist grün hinterlegt. Alle Aminosäuren der jeweiligen PDB und die Proteinketten-ID aus den verschiedenen
PF, die mit E2 interagieren, sind im Dreilettercode mit der entsprechenden Postion gekennzeichnet. Dargestellt werden
H-Brücken (blaue durchgezogene Linien), hydrophobe (rote gestrichelte Linien), wasservermittelte H-Brücken (graue
durchgezogene Linien) und π-π-Wechselwirkungen (grüne gestrichelte Linien). Die physikochemischen Eigenschaften
der Aminosäuren sind im Donut-Diagrammen zusammengefasst. Die absolute Häufigkeit der an der Interaktion mit
E2 beteiligten Aminosäuren und die relative Häufigkeit der jeweiligen physikochemischen Eigenschaft wird durch das
Donut-Diagrammen angezeigt. AS: Aminosäuren
Die Ausbildung der π-π-Wechselwirkungen sind jedoch nur zwischen den Ringsystemen der Basen
und E2 spezifisch möglich. Aus den Analysen der E2-Proteinkomplexe ging hervor, dass die Aus-
bildung der π-π-Wechselwirkungen nicht zwingend erforderlich sind, um die Bindung zu manifes-
tieren. Innerhalb der Proteinstrukturen konnte maßgeblich die Aminosäure Phe für die Ausbildung
der π-π-Wechselwirkungen identifiziert werden. Tyr konnte hingegen nur einmal detektiert werden.
Die Aminosäuren Trp und His sind ebenfalls in der Lage diese Art der Interaktion auszubilden,
konnte jedoch bei der Ausbildung der π-π-Wechselwirkungen zu E2 nicht beobachtet werden. Die
Umgebung von E2 innerhalb der untersuchten Targetstrukuren ist reich an aromatischen Ringsys-
temen. Selbst innerhalb der E2-bindenden Proteinketten wurde Phe als zweithäufigste Aminosäure
identifiziert. Dennoch waren die aromatischen Aminosäuren nicht immer an der Ausbildung der
π-π-Wechselwirkungen beteiligt, da die 17-β- und nicht die 3-Postion diesen zugewandt war. In-
nerhalb der Proteinstruktur 1jgl kann beobachtet werden, dass das Ringsystem der Aminosäure
Tyr parallel zum A-Ring von E2 ausgerichtet war, jedoch keine π-π-Wechselwirkungen detektiert
wurde, da die Ringzentren stark versetzt zueinander waren (Abbildung 6.1). In der Proteinstruktur
1jnn, die der Struktur von 1jgl sehr ähnlich ist, konnte jedoch beobachtet werden, dass das
Tyr eine π-π-Wechselwirkungen zum A-Ring von E2 ausbildete. Demnach ist es durchaus mög-
lich, das auch innterhalb der Proteinstruktur 1jnn, diese Aminosäure zu einer Ausbildung der π-π-
Wechselwirkungen beiträgt. Im Gegensatz zu den Proteinstrukturen ist E2 innerhalb der DNA/PNA-
Aptamere viel häufiger von aromatischen Ringsystemen umgeben. Dennoch hat sich gezeigt, das
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π-π-Wechselwirkungen zwischen den E2 und den Basen nicht immer ausgebildet werden konnten.
Dies kann durch die verengten AIL- und HL-Regionen verursacht sein. Demnach ist neben den In-
teraktionspartnern mit aromatischen Ringsystemen auch der zur Verfügung stehende Raum, sowie
die nötige Flexibilität der Targetstruktur ausschlaggebend, ob eine π-π-Wechselwirkungen zum
A-Ring von E2 ausgebildet werden kann. Weithin kann angenommen werden, dass, falls eine hin-
reichend große Anzahl an aromatischen Ringsystemen in direkter Umgebung von E2 vorhanden
sind, damit die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung der π-π-Wechselwirkungen steigt. In Abbildung
6.2 und auch während der Interaktionsanalyse der Trajektorien aus den MD-Simulationen, hat sich
gezeigt, dass diese Annahme zutraf. Die π-π-Wechselwirkungen haben in jeder der E2-Aptamer-
Komplexsimulationen einen wichtigen Stellenwert bei der Bindung von E2 eingenommen.
Abbildung 6.2.: Struktureller Vergleich der Bindungsstellen der E2-bindenden Aptamere (jeweils das letzte Modell aus
der MD-Simulation). Die Namen der Basen mit Position werden gezeigt. Alle Basen der untersuchten Aptamerstrukturen,
die mit E2 interagieren, sind im Einlettercode mit der entsprechenden Postion gekennzeichnet. Dargestellt werden
H-Brücken (blaue durchgezogene Linien), hydrophobe (rote gestrichelte Linien), wasservermittelte H-Brücken (graue
durchgezogene Linien) und π-π-Wechselwirkungen (grüne gestrichelte Linien).
Demnach sind die Basen im Hinblick auf die spezifische E2-Bindung von entschiedener Bedeu-
tung. Die detektierten H-Brücken wurden anders als innerhalb der Proteine, von dem Rückgrat der
DNA/PNA-Aptamere zu E2 ausgebildet. Auch durch den Austausch des Zucker-Phosphat-Rück-
grats durch das Polyamid-Rückgrat und die damit erhöhte Flexibilität hat nicht dazu geführt, dass
die H-Brücken von den eigentlichen Basen zu E2 ausgebildet wurden. Ähnlich wie bei den DNA-
Apatmeren wurden die H-Brücken zwischen Rückgrat und E2 detektiert. Bei den wasservermittelten
H-Brücken war dies ebenfalls der Fall, da nur wenige von den Basen, sondern eher vom Rückgrat
über ein Wassermolekül, zum E2 ausgebildet wurden. Anders als bei den Proteinen werden die
hydrophoben Wechselwirkungen vorwiegend über die hydrophoben Basen zum E2-Molekül ge-
bildet, da die Basen gegenüber dem Rückgrat eine hydrophobe Charakteristika aufweisen [209].
Wiederum ist es bei der PNA-Struktur möglich, dass die hydrophoben Wechselwirkungen neben
den Basen auch vom Rückgrat zum E2-Molekül ausgebildet werden. Bei den konservierten Inter-
aktionen, innerhalb der E2-Targetstrukturen, sind demnach vor allem die π-π-Wechselwirkungen
für die spezifische E2-Bindung verantwortlich. Innerhalb der Proteine werden vereinzelt auch die
H-Brücken zu den spezifischen Bindungen hinzu genommen. Unspezifische H-Brücken werden in
allen E2-Targetstrukturen zum jeweiligen Rückgrat ausgebildet.
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Identifizierung funktioneller Gruppen zur Bindung von E2
Durch der Betrachtung der konservierten Interaktionen zum E2 konnten die Aminosäuren und
Basen abgeleitet werden, die eine wichtige Rolle bei der Bindung einnahmen. Jedoch ist es von
großem Nutzen die funktionellen Gruppen abzuleiten die aus den Bindungsmotiven der unter-
suchten E2-Targetstrukturen hervorgingen. Es konnten insgesamt 13 E2-bindende Gruppen ab-
geleitet werden, die bereits zu zehn Gruppen zusammengefasst wurden. Bei der Ableitung der
Gruppen wurden nur die E2-Bindungspartner in Betracht gezogen, die die H-Brücken und die
π-π-Wechselwirkungen ausbildenten. Die funktionelle Gruppe, die für die wasservermittelten H-
Brücken verantwortlich war, wurde nicht berücksichtigt, da diese kein Garant für eine alleinstehen-
de Bindung darstellt. Sechs, von den insgesamt zehn, stammen aus den Proteinstrukturen, wobei
vier ausschließlich in Proteinen identifiziert wurden. Die Variabilität der extrahierten Gruppen ist
gegenüber DNA- und PNA-Strukturen höher, da auch detektierte Aminosäuren unterschiedlich
waren. Das identifizierte Benzen konnte mit Phenol zusammen geführt werden, da beide das aro-
matische Ringsystem gemeinsam haben. Aus der PNA konnten drei Gruppen abgeleitet werden,
wobei diese auch in den Proteinen (zwei) und DNA-Aptameren (eine) identifiziert werden konn-
ten. Insgesamt vier funktionelle Gruppen konnten aus den E2-bindenden Nukleotiden innerhalb
der DNA-Aptameren identifiziert werden, wobei drei ausschließlich in den DNA-Aptameren vorka-
men. Die zehn abgeleiteten Gruppen sind in der Tabelle 6.1 aufgelistet und nach ihrem Auftreten
innerhalb der E2-Targetstrukturen sortiert. Weiterhin werden in der Tabelle die Untereinheit, aus
denen die Gruppe abgeleitet wurden, der Interaktionstyp der zu E2 ausgebildet wurde, die ent-
sprechende E2 Postion und der Simplified Molecular Input Line Entry Specification (SMILES)-String,
angegeben. Insgesamt konnten vier aromatischen Ringsysteme aus den Protein- sowie DNA/PNA-
Strukturen abgeleitet werden, von denen drei π-π-Wechselwirkungen zum A-Ring von E2 ausbil-
deten. Imidazol ist ebenfalls in der Lage diese Art der Interaktion auszubilden, konnte jedoch nicht
beobachtet werden, da die 17-β-Position dem His in den Untersuchten Proteinstukturen zugewandt
war. Generell ist es auch der Purin Gruppe, die aus den DNA-Aptameren abgeleitet wurde, inner-
halb der PNA-möglich π-π-Wechselwirkungen zum A-Ring von E2 auszubilden. Diese Interaktion
konnte jedoch nur vereinzelt in der PNAApt35E2-Simulation, ausgehend von G11, beobachtet
werden (Abbildung B.1D, Seite 141). Die Pyrimdin Basisgruppe konnte identifiziert werden, da
sowohl in den DNA-Strukturen als auch in der PNA-Struktur, π-π-Wechselwirkungen zum E2 de-
tektiert wurden. Demnach ist diese Gruppe eine der wichtigsten bei der spezifischen Bindung von
E2. In der Tabelle 6.1 wurde die Gruppe mit zwei weiteren identifizierten Gruppen, die H-Brücken
zu E2 ausbildeten, zusammengeführt. Insgesamt konnten neun von zehn funktionellen Gruppen
identifiziert werden, die H-Brücken zu E2 ausbildeten, wobei sieben ausschließlich in der Lage
waren diese Interaktion auszubilden und davon fünf aus den E2-bindenden Aminosäuren abgelei-
tet werden konnten. Die Guanidin-Gruppe bildete ausschließlich H-Brücken zur 3-Postion von E2
aus. Im Gegensatz dazu bildeten die beiden Gruppen Pheonl und Imidazol lediglich H-Brücken
zur 17-β-Postion von E2 aus. Bei den Proteinstrukturen konnte abermals mehr funktionelle Grup-
pen abgeleitet werden als aus den DNA/PNA-Aptameren. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass
die Seitenketten der Aminosäuren eine wichtige Rolle einnehmen, jedoch müssen diese die Eigen-
schaft besitzen H-Brücken über die Seitenkette auszubilden, was auf die unpolaren Aminosäuren
zutrifft. Innerhalb der PNA-Struktur wurden die H-Brücken maßgeblich über die Carbonyl- (zur
17-β-Position) und Amin-Gruppe (zur 3-Position) zu E2 ausgebildet. Auch innerhalb der DNA-
Aptamer-Struktur nahm das Rückgrat die dominante Rolle gegenüber den Basen bei der Ausbil-
dung der H-Brücken zu E2 ein. Dabei waren alle Sauerstoffatome aus der Phosphodiesterbindung
und das Sauerstoffatom aus der Tetrahydrofuran-Gruppe relevant. Die aus den E2-bindenden Tar-
getstrukturen abgeleiteten funktionellen Gruppen, können für die Entwicklung eines synthetischen
Rezeptors verwendet werden, der in der Lage ist E2 in unterschiedlichen Medien zu detektierten
oder auch zu filtern.
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Tabelle 6.1.: Überblick über die identifizierten funktionellen Gruppen aus den drei untersuchten E2-Targetstrukturen,
die aus den spezifischen Interaktionstypen hervorgingen. Die Skelettformel der identifizierten Gruppen, die entsprechen-
de Bezeichnung, die Referenzstruktur, die Untereinheit des Restes, die jeweilige Interaktion, die Interaktionspostion am
E2-Molekül und der SMILES-Strukturcode werden angezeigt. Funktionelle Gruppen, die zusammengefasst wurden, sind
mit einem Sternsymbol (∗) gekennzeichnet. Die rot gekennzeichneten Atome repräsentieren das detektierte Atom inner-
halb der Targetstrukturen, von denen eine H-Brücke ausging. Die blau gestrichelte Linie innerhalb der aromatischen
Verbindung repräsentieren Ringsystem innerhalb der Targetstrukturen, die bei der Detektierung der π-π-Wechselwirkun-
gen identifiziert wurden. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. π-π-WW: π-π-Wechselwirkungen.
funktionelle
Gruppe
Bezeichnung Targetstrukure Untereinheit Interaktionsart E2 Positionen SMILES





Hydroxymethyl Protein Seitenkette H-Brücke 3, 17-β [CX1](-O)
Imidazol Protein Seitenkette H-Brücke 17-β C1=NC=C[N]1
Guanidin Protein Seitenkette H-Brücke 3 C(=N)(N)N
Carbonyl † Protein Rückgrat H-Brücke 3 [CX1][C](=O)[CX2]
PNA Rückgrat H-Brücke 17-β
primäre Amin Protein Rückgrat, Seitenkette H-Brücke 3, 17-β [N]-[X1]
PNA Rückgrat H-Brücke 3
2,4-Pyrimidindion 
(Uracil)






Purin DNA Seitenkette π-π-WW A-Ring C1=C2C(=NC=N1)N=CN2
Phosphodiester DNA Rückgrat H-Brücke 3, 17-β [OX1]P(=O)([O-])[OX2]
Tetrahydrofuran DNA Rückgrat H-Brücke 3, 17-β C1CCOC1
∗ Benzen ist eine Untergruppe von Hydroxybenzen und wurde als Seitenkette der Aminosäure Phe identifiziert. SMILES: C1=CC=CC=C1
† Die funktionelle Gruppe Carboxyl konnte ebenfalls als Seitenkette der Aminosäure Glu identifiziert werden (Protein 3uud-A), wobei
X oder X’ einem Sauerstoffatom entspricht. SMILES: OC(=O)[CX2] oder [CX1]C(=O)O setzt sich aus den drei identifizierten Untergruppen zusammen:
Pyrimidin. SMILES: C1=CN=CN=C1, 2-Pyrimidinon. SMILES: C1=CNC(=O)N=C1 und 4-Pyrimidinon. SMILES: C1=C(=O)N=CNC1
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Diese funktionellen Gruppen, in klar definierten Orientierungen und mit angemessener Affinität,
ist das Kernelement für hohe Selektivitäts- und Assoziationskonstanten in künstlichen Rezeptoren
[210]. Dazu muss aus den abgeleiteten Gruppen ein räumliches Motiv erzeugt werden, welche
den Anforderungen für die molekulare Erkennung von E2 gerecht wird. Dazu könnte eine konka-
ve Rezeptorstruktur, mit starr orientierten oder konformativ verriegelten Funktionsgruppen, einen
möglichen Ansatz bieten, welches aus dem Gebiet der Supramolekularen Chemie stammt [210].
Die Voraussetzungen zur Entwicklung eines synthetischen Rezeptors, können die in dieser Arbeit
untersuchten, nicht-kovalenten Wechselwirkungen, die identifizierten funktionelle Gruppen und die
deren räumliche Anordnung bieten. Darüber hinaus ist die Analyse der Bindungsstärke, die von
den Gruppen ausgehen, genauso wichtig wie deren korrekte Ausrichtung zu E2. Weiterhin ist es
notwendig die ausgewählten Gruppen so zu verbinden, dass die Stabilität des Rezeptors genauso
gewährleistet ist, wie die Bindung von E2.
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7. Abschließende Diskussion und Ausblick
Ausgehend von den untersuchten E2-bindenden Targetstrukturen war es möglich konservierte
nicht-kovalente Interaktionstypen zu identifizieren und aus den Bindungsstellen die fundamentalen
funktionellen Gruppen abzuleiten, durch die es möglich war E2 zu binden. Zur Erreichung dieses
Primärziels wurden eingangs Hypothesen zu den verschiedenen E2-Targetstrukturen formuliert und
in den jeweiligen Kapiteln untersucht, um diese zu verifizieren oder falsifizieren. In Kapitel 3 wurde
demnach die 1. Hypothese zu den E2-bindenden Proteinstrukturen geprüft.
1. Hypothese
E2 wird innerhalb der untersuchten Bindungstaschen, der bekannten E2-Protein-Komplexe,
durch konservierte Aminosäuren gebunden.
Es konnte festgestellt werden, dass die Hypothese nur innerhalb der untersuchten PF verifiziert
werden kann, mit Ausnahme von PF00054, da innerhalb dieser PF nur 1lhu-A als E2-bindende
Proteinstruktur vorhanden war. PF übergreifend muss die Falsifizierung der Hypothese erfolgen, da
die untersuchten repräsentativen Bindungsstellen pro PF keine konservierten Aminosäuren bein-
halteten. Nur vereinzelte Aminosäuren konnten teilweise familienübergreifend identifiziert werden,
die auch zu gleichen Postion von E2 eine interaktion ausbildeten. Es konnte jedoch festgestellt
werden, dass konservierte Interaktionsarten existieren, die E2 innerhalb der Bindungsstellen spezi-
fisch binden. Zu diesen gehören die H-Brücken und die π-π-Wechselwirkungen, die nur von den
Aminosäuren ausgebildet wurden, die nicht zu den aliphatischen zugeordnet werden. Weiterhin
konnten insgesamt sieben funktionelle Gruppen abgeleitet werden, von denen diese Arten der
Wechselwirkungen ausgingen.
2. Hypothese
Die E2-bindenden Aminosäuren und deren geometrische Anordnung sind in weiteren Protein-
strukturen, die nicht Teil der in dieser Arbeit untersuchten Proteine waren, vorhanden.
Wie bereits festgestellt wurde, konnte keine oder nur teilweise konservierte Aminosäuren in den E2-
Protein-Komplexen identifiziert werden. Dennoch bestand die Möglichkeit, dass die Aminosäuren
die E2 binden, in ähnlicher Ausrichtung in weiteren Proteinstrukturen enthalten sind. Dementspre-
chend war es möglich, wie in Kapitel 3.3 beschrieben, 12 Strukturmotive abzuleiten und mit dem
entwickelten Fit3D Algorithmus [17, 18] diese innerhalb von weiteren Proteinstrukturen zu suchen,
die nicht Teil des Datensatzes waren. Mit den sieben gefundenen Proteinstrukturen, wurde diese
Hypothese demnach verifiziert. Mit diesen Strukturen ist es möglich Bindungsstudien durchzufüh-
ren, um das Verständnis der E2-Bindung noch besser nachzuvollziehen.
Neben den Proteinen standen auch die Bindungsstudien der E2-spezifischen Aptamere und die
Prüfung der zwei zugehörigen Hypothese im Fokus dieser Arbeit.
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3. Hypothese
Aptamere mit bekannter Sequenz und bekannten spezifischen Liganden können modelliert und
die Interaktionen zwischen ihnen analysiert werden.
Im Verlauf dieser Arbeit konnte im gesamten Kapitel 5 gezeigt werden, dass das entwickelte Ablauf-
schema [19] mehrmals erfolgreich angewandt werden konnte, um damit das Verhalten zwischen
E2 und den Aptameren zu untersuchen. Dazu wurde ein geeignetes Aptamer ausgewählt, aus der
bekannten Sequenz die SSE vorhergesagt, damit die grobe 3D-Struktur modelliert, das E2-Molekül
integriert und die Bindung mittels MD-Simulation und einer Methode für die Detektion der Inter-
aktionen analysiert. Es ist zu beachten, dass diese Herangehensweise nur empfohlen wird, wenn
keine 3D-Strukturen der untersuchten Aptamere vorhanden sind. Für das Aptamer von ALSAGER
ET AL. [25] war dies der Fall. Weiterhin ist zu beachten, dass dieses Verfahren nur mit entsprechen-
den Kenntnissen über die Aptamersequenz und auch den dafür spezifischen Ligand genutzt wird.
Aus den Untersuchungen konnten die Interaktionen zwischen E2 und den Aptameren erfolgreich
detektiert werden, demnach kann auch diese Hypothese als verifiziert erachtetet werden. Wei-
terhin war es möglich, auch innerhalb dieser Bindungstaschen die fundamentalen, funktionellen
Gruppen abzuleiten. Dabei hat sich gezeigt, dass anders als bei den Proteinen, die H-Brücken
vom Rückgrat und nicht von der Seitenkette, in diesem Fall den Basen, zu E2 ausgebildet wur-
den. Die Ausbildung der π-π-Wechselwirkungen wurde jedoch, wie bei den Proteinen, über die
aromatischen Ringsysteme der Seitenketten möglich.
4. Hypothese
Aptamere, die E2 spezifisch binden, binden dessen Derivate ex aequo.
Die beschriebenen Voraussetzungen für die Erzeugung von vertrauensvollen Ergebnissen, sollten
mit der 4. Hypothese geprüft werden. Demnach war es möglich, dass das E2 ähnliche EE2 mit
dem ausgewählten Aptamer innerhalb der MD-Simulation zu binden. Im Verlauf der Simulation hat
sich die Struktur des Aptamers jedoch auch verändert und das EE2-Molekül wurde nur an der 3-
Postion durch H-Brücken und π-π-Wechselwirkungen zum A-Ring manifestiert. Weiterhin existieren
bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Vergleichsstudien, die die Bindung von EE2 durch dieses Aptamer
analysieren. Aus den gewonnenen Erkenntnissen der E2-Bindung, kann jedoch geschlussfolgert
werden, dass das Derivat EE2 eine Bindungsstelle benötigt, die den ausgeprägten hydrophoben
Charakter gerecht wird. Weiterhin konnte mit einem weiteren Molekül gezeigt werden, dass dieses
Aptamer grundsätzlich nicht in der Lage ist, jedes beliebige Molekül zu binden. Getestet wurde
DIF, welches bereits zu beginn der Simulation aus der Bindungsstelle herausdiffundierte. Demnach
muss diese Hypothese, zumindest für dieses E2-spezifische Aptamer, falsifiziert werden, da sich
auch die interagierenden Basen zwischen E2 und EE2 voneinander unterscheiden.
Da durch den Einsatz von DNA-Aptameren allgemein die Möglichkeit der Degradation durch
enzymatischen Abbau besteht, stand in dieser Arbeit die Überführung der DNA zu PNA ebenfalls
im Fokus. Für die in silico Transformation wurde der entwickelte PNAtor verwendet (Kapitel 4).
5. Hypothese
PNA-Aptamere mit identischer Basenabfolge, nach dem DNA-Aptamer Vorbild, bilden identi-
sche SSE aus.
Die Überführung von DNA zu PNA wurden mit dem PNAtor in drei Hauptschritten durchgeführt.
Es wurden noch fehlende Atome in das Rückgrat der DNA hinzugefügt, anschließend die Atome
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der DNA durch die der PNA ausgetauscht und nicht mehr benötigte Atome aus dem Rückgrat der
PNA entfernt. Dieser Ansatz lässt die Basen dabei unberührt. Nach der Überführung steht eine
PNA-Struktur zur Verfügung, welche sich jedoch in einem rohen Zustand befindet, da sich neben
der nicht korrekten Ausrichtung der Rückgratatome auch keine Wasserstoffmoleküle an der PNA
befinden. Innerhalb der MD-Simulation mit dem PNA-spezifischen Kraftfeld reorganisieren sich die
Atome dementsprechend und die PNA kann anschließend für die Komplexsimulation verwendet
werden. Dabei hat sich gezeigt, dass die SSE, die bereits in der DNA-Struktur beobachtet wur-
den, erhalten blieben. Besonderes Augenmerk galt der AIL-Region, da sich innerhalb dieser die
Bindungsstelle von E2 befand. Weiterhin stand auch das Verhalten der beiden Aptamer-Enden (5’
und 3’ bei DNA sowie N- und C-Terminus bei PNA) im Blickpunkt, da diese möglichst frei für die
potentielle Immobilisierung bleiben sollten. Demzufolge konnte für dieses Aptamer die Hypothese
verifiziert werden. Das Verfahren kann demnach für weitere Überführungen von DNA/RNA zu PNA
genutzt werden. Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass nach der Überführung eine Struktur ohne
Wasserstoffmoleküle zur Verfügung steht, diese jedoch mit etablierten Tools hinzugefügt werden
können.
6. Hypothese
PNA-Aptamere mit identischer Basenabfolge, nach dem DNA-Aptamer Vorbild, binden dessen
spezifischen Liganden mit identischen Basen.
Durch die Verifizierung der 5. Hypothese, kann überprüft werden, ob der Ligand weiterhin durch
das PNA-Aptamer gebunden wird. Die SSE sind dafür ausschlaggebend, da sich in der AIL-Region
die E2-Bindungsstelle befand. Die Komplexsimulation zwischen E2 und dem PNA-Aptamer hat
gezeigt, dass sich das E2 innerhalb des Simulationsverlaufes weiterhin innerhalb der AIL-Region
aufhielt und auch entsprechend durch die umliegenden Basen gebunden wurde. Dennoch ist her-
vorzuheben, dass sich das PNA-Molekül stark verbogen hat und sich die komprimierte Struktur
teilweise ausdehnte. Dennoch konnte E2 über den gesamten Verlauf durch konservierte Interak-
tionspartner gebunden werden. Diese waren im Vergleich zu den DNA-Aptameren dominanter.
Es waren die gleichen Basen an den Interaktionen zu E2 beteiligt, jedoch mit unterschiedlichen
Wechselwirkungen. Dies kann durch die erhöhte Flexibilität des ausgetauschten Rückgrats be-
gründet werden. Auch innerhalb der PNA-Struktur konnten die funktionellen Gruppen identifiziert
werden, welche für die Bindung von E2 verantwortlich waren. Anderes als bei den Proteinen wur-
den jedoch die H-Brücken ausschließlich über das Rückgrat zum E2 ausgebildet, während die π-π-
Wechselwirkungen zum A-Ring von einer Base ausging. Demzufolge kann für dieses PNA-Aptamer
die Hypothese verifiziert werden, jedoch muss darauf geachtet werden, welche Art der Interaktion
von den Bindungspartnern ausgehen. In diesem Fall waren die identischen Basen, jedoch nicht
mit den gleichen Interaktionen, an der Bindung von E2 beteiligt.
Durch die Überprüfung der Hypothesen eins bis sechs und den daraus gewonnenen Erkenntnissen
ist es folglich möglich, die Primärhypothese zu prüfen.
Primärhypothese
Es existieren identische, funktionelle Gruppen innerhalb der E2-bindenden Targetstrukturen,
die E2 durch nicht-kovalente Wechselwirkungen binden.
Bei der Ableitung der Gruppen stellte sich heraus, das sich die Gruppen aus dem PNA-Aptamer
ebenfalls innerhalb der Proteine und DNA-Aptamere wiederfanden (Abbildung 7.1). Die identi-
fizierten Gruppen aus den Proteinen und DNA-Aptameren teilten keine gemeinsamen Gruppen.
Falls diese existieren und innerhalb der MD-Simulationen der DNA-Aptamere auftreten, werden
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diese durch die verwendeten Methoden nicht gefunden. Anderseits ist es ebenfalls möglich, dass
diese detektiert, jedoch nicht analysiert wurden, da der Fokus auf den Hauptbindungsbasen lag,
die im überwiegenden Simulationsverlauf die Bindung von E2 dominierten. Ferner ist es ebenfalls
möglich, dass das E2-Molekül sich im weiteren Simulationsverlauf innerhalb der DNA-Aptamere
repositionieren und damit andere funktionelle Gruppen im Fokus stehen. Demnach muss diese
Hypothese falsifiziert werden, da es nur Überschneidungen der Gruppen mit dem PNA-Aptamer
existierten. Damit ist die Haupthypothese nur teilweise verifizierbar.
Abbildung 7.1.: Schematische Darstellung und Gegenüberstellung der drei Säulen aus den Interaktionsanalysen der
E2-Targetstrukturen und die Identifizierung der funktionellen Gruppen pro Targetstruktur. E2 ist als Skelettformel dar-
gestellt. Auf der linken Seite befindet sich der Eingangs beschriebene Zusammenhang und die zu analysierenden E2-
bindenden Gruppen und Interaktionen. Auf der rechten Seite befindet sich das Resultat aus den analysierten E2-binden-
den Targetstrukturen. Es hat sich herausgestellt, dass innerhalb der Proteine und dem PNA-Aptamer gleiche Gruppen
für die Ausbildung der H-Brücken existieren. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass teilweise identische Gruppen,
welche für die Ausbildung der π-π-Wechselwirkungen zu E2 verantwortlich waren, in den DNA- und PNA-Aptameren
analog abgeleitet werden konnten. Überschneidungen zwischen Proteinen und DNA-Aptamer konnten nicht festgestellt
werden. Die Linien stellen die möglichen Interaktionen zu den jeweiligen Postionen von E2 dar und die korrespondieren-
den Farben repräsentieren die zu identifizierenden funktionellen Gruppen aus den unterschiedlichen Targetstrukturen.
Die WM H-Brücken und entsprechenden funktionellen Gruppen auf der rechten Seite werden grau dargestellt, da sich
bei dieser Interaktion um keine direkte Wechselwirkung handelt und diese demnach nicht in diese Art der Analyse
integriert wurde. H-Brücke: Wasserstoffbrückenbindung. WM H-Brücke: wasservermittelte H-Brücke. π-π-WW: π-π-
Wechselwirkungen.
Schlussendlich war es möglich die entwickelten Hypothesen jeweils zu verifizieren und zu falsifizie-
ren. Die konservierten Interaktionsarten konnten in den verschiedenen E2-bindenden Targetstruk-
turen identifiziert werden. Aus den identifizierten Bindungstaschen konnten die fundamentalen,
funktionellen Gruppen abgeleitet, teilweise zusammengefasst und den einzelnen Targetstrukturen
zugeordnet werden. Aus den Bindungsstellen der Proteine war zu erkennen, dass die Bindung von
E2 sehr spezifisch über die Seitenketten der Aminosäuren war. Dem gegenüber gestellt, wurden
die π-π-Wechselwirkungen innerhalb DNA/PNA-Aptamere, lediglich über die Basen vollzogen.
Auch durch die erhöhte Flexibilität der PNA konnte keine H-Brücken zwischen den Basen und E2
als maßgeblich identifiziert werden. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass neben den Bin-
dungspartnern auch Anordnung und der zur Verfügung stehende Raum ausschlagebend für eine
spezifische Bindung zwischen Ligand und der Targetstruktur sind. Neben den H-Brücken und π-π-
Wechselwirkungen nahmen auch die wasservermittelten H-Brücken und die hydrophoben Wech-
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selwirkungen eine wichtige Rolle bei der Bindung ein. Funktionelle Gruppen so zu platzieren, dass
diese gezielt wasservermittelte H-Brücken zum Ligand ausbilden, könnte sich als schwierig her-
ausstellen, da es sich bei diesem Interaktionstyp um indirekte H-Brücken handelt. Weithin wurden
kein Versuch unternommen, Gruppen für die Ausbildung von hydrophoben Wechselwirkungen zu
identifizieren. Die identifizierten konservierten Wechselwirkungen und die abgeleiteten funktionel-
len Gruppen sind das Resultat der entwickelten und in dieser Arbeit beschrieben Ablaufschemen.
Es ist gelungen bioinformatische Methoden mit eigens entwickelten Werkzeugen, die für diese Art
der Analyse bestehende Lücken geschlossen haben, so zu kombinieren, um damit ein Toolkit zur
Verfügung zu stellen, was die stabilsten funktionellen Gruppen für die Bindung von E2 beinhaltet.
Neben diesem Toolkit war es vor allem möglich, auf der Basis eines E2-spezifischen Aptamers,
insgesamt drei weitere Aptamere zu designen und zu transformieren. Jedes dieser Aptamere, zu
denen das Apt35, PNAApt35, Apt34 und das Apt36 zählt, konnten erfolgreich modelliert und die
Bindung von E2 durch die Aptamere simuliert werden. Daraus ergibt sich die Chance, vorder-
gründig die Bindung zwischen den Aptameren E2 in vitro zu validieren und diese anschließend bei
der Abreinigung der E2 belasteten Gewässer einzusetzen. Der Einsatz des Apt36, welches die zwei
E2-Bindungsstellen beinhaltet, hat ein hohes Potential, da dieses in der Lage ist gleichzeitig zwei
E2-Moleküle zu binden. Es besteht weiterhin die Möglichkeit eine Kombination der erforschten
Aptamere für einen Abreinigungsprozess zu verwenden. Generell ist es ebenfalls möglich weitere
Ligand-spezifische Aptamere mit dem entwickelten Ablaufschema zu verwenden.
Ausblick
Es muss darauf geachtet werden, dass es sich bei den Ergebnissen um modellbasierte Ergebnisse
handelt und diese noch mit in vitro Experimenten verifiziert werden sollten, um diese zu bestätigen.
Daher sind die hier vorgestellten Methodiken und Vorgehensweisen immer mit Bedacht anzuwen-
den. Es wird nicht empfohlen Systeme zu modellieren, bei denen kein ausreichendes Wissen aus
der Literatur oder aus Experimenten vorhanden sind. Weiterhin ist es möglich den entwickelten
Workfow zur Modellierung von Aptamer-Strukturen mit bereits in der PDB existierenden Ligand-
Aptamer-Komplexen nach zu modellieren und diese miteinander zu vergleichen. Kristallstrukturen
sind entscheidend für ein fundiertes Verständnis der molekularen Wechselwirkungen [211]. Jedoch
sind nur wenige dieser Strukturen veröffentlicht, daher werden weitere Methoden, vor allem für ss-
DNA, für die Modellierung benötigt. Die bisher designten Aptamer-Strukturen könnten weiteren
Modellierungen unterzogen werden, sodass die optimale Bindung von E2 gefunden wird. Es wäre
dementsprechend ein weiterer möglicher Schritt die AIL-Region so zu vergrößern, dass sich auch
spezifische H-Brücken zwischen dem E2 und den Basen des Aptamers ausbilden können. Im Be-
zug auf die PNA-Struktur sollte ebenfalls geprüft werden, ob dieses, wie in den Simulationsstudien
gezeigt, auch in vitro in der Lage ist, E2 zu binden. Generell ist der Einsatz der PNA-Moleküle
gegenüber DNA/RNA-Aptamere kostenintensiver, obwohl effiziente Synthesen bereits existieren.
Daher sind MD-Simulationsstudien eine geeignete Methode, um die Effizienz oder Bindungsaf-
finität zwischen Ligand und PNA zu analysieren. Generell handelt es sich bei den untersuchten
Proteinen und den enthaltenen Bindungsstellen lediglich um einen eingefrorenen Zustand. Da-
bei ist jedoch nicht gesichert, dass es sich bei diesem um den von der Natur aus energetisch
günstigsten handelt. Daher wäre auch bei der Analyse der Bindungsstelle eine MD-Simulation des
Proteins möglich. Damit kann zugelassen werden, dass sich der Ligand in die für sich beste La-
ge arrangieren kann. Anschließend können die Interaktionen aus dem Modell mit dem stabilsten
Zustand, der mittels der MD-Simulation ausfindig gemacht wird, untersucht werden, um deren
funktionellen Gruppen abzuleiten. Die hier abgeleiteten und präsentierten Gruppen, aus den Pro-
teinen sowie den DNA/PNA-Aptameren, bieten weitere potentielle Möglichkeiten, diese für die
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Entwicklung von synthetischen Rezeptoren zu verwenden. Mit diesen Rezeptoren und auch den
hier vorgestellten modifizierten Aptameren ist es möglich, diese für die Detektion oder Filterung
von E2 in unterschiedliche Medien einzusetzen. Weiterhin es möglich die identifizierten Gruppen
als Strukturmotiv anzusehen und diese in Protein- und Aptamer-Strukturen, die nicht Teil der vorlie-
genden Arbeit sind, mit Fit3D in den von der PDB bereitgestellten Strukturdaten zu suchen. Damit
könnten weitere potentielle Strukturen entdeckt werden, mit denen eine Bindung von E2 gelingen
kann. In Bezug auf die entdeckte Proteinkette 4l6h-A, mit dem enthaltenen Strukturmotiv, sollte
eine molekulare Andockanalyse für E2 innerhalb dieser potentiellen Bindungsstelle durchgeführt
werden. Dazu könnte unter anderem ein bereits publiziertes Protokoll verwendet werden [159].
Die hier vorgestellten und verknüpften Methoden könnten in Workflow-Managementsystemen, wie
Taverna [212], MAGPIE [213] oder Galaxy [214], integriert werden, so dass sie von nicht fach-
kundigen Benutzern ohne weiteres eingesetzt und modifiziert werden können. Ferner ist es möglich
die Auswirkungen der Immobilisierung an den jeweiligen DNA/PNA-Aptamer-Enden auf die SSE
zu prüfen und auch, ob es einen Effekt auf die Ligand-bindenden Regionen gib. Diese Analysen






8. Auswahl und Suche der E2-bindenden
Proteinstrukturen
Die folgenden Schritte zur Erzeugung des Datensatzes sind in der Abbildung 8.1 aufgeführt und
nachfolgend beschrieben. Der Datensatz bestehend aus 3D-Strukturen und Sequenzen der E2-
bindenden Proteinstrukturen und wurde aus der PDB [34, 35] extrahiert1.
Abbildung 8.1.: Schematischer Überblick über den entwickelten Workflow zur Bindungsstellenanalyse von Ligand-
Protein-Interaktionen, basierend auf der globalen Strukturähnlichkeit der E2-bindenden Proteinketten. (A) Extraktion
der E2-bindenden Proteinstrukturen. (B) Klassifizierung in PF der Pfam. (C) Identifizierung identischer Proteinketten mit-
tels MSA. (D) Durchführung des paarweisen globalen Strukturalignments und Bestimmung des jeweiligen TM-Scores.
(E) Aufstellung der Ähnlichkeitsmatrix aus den berechneten TM-Scores. (D) Clustering mit dem Affinity-Propagation
Algorithmus zur Identifizierung von repräsentativen E2-bindenden Proteinstrukturen.
Dieser Datensatz wurde verfeinert, in dem eine Separierung von E2-bindenden Proteinketten aus
jeder 3D-Proteinstruktur erfolgte. Anschließend wurde ermittelt, zu welcher PF aus der Pfam [37]
(Version 31.0) jede dieser Proteinketten zugeordnet wurden. Innerhalb jeder dieser PF wurden
identische Proteinketten durch das MSA identifiziert, die mit T-Coffee [215] (Version 11.00.8cbe
486-1) und den Standardparameter durchgeführt wurden. Danach wurde für jede Gruppe iden-
tischer Proteinketten, ein Repräsentant ausgewählt, so dass nur noch unterschiedliche E2-binden-
den Proteinketten für die weitere Analyse zur Verfügung standen. Das paarweise Strukturalignment
1Datensatz vom August 2017
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aller Proteinketten, die innerhalb der PF enthalten waren, wurde mit DeepAlign [216] und den
Standardparametern durchgeführt. Anschließend wurde eine Ähnlichkeitsmatrix unter Verwendung
des TM-Scores erstellt, die für jedes paarweise Strukturalignment von DeepAlign berechnet wurde.
Diese Matrix konnte anschließend verwendet werden, um ein Affinity-Propagation Clustering [217]
innerhalb jeder PF mit dem R-Paket APCluster [218, 219] (Version 1.4.4.) durchzuführen (Para-
meter abweichend vom Standard: q = 0). Das Affinity-Propagation Clustering setzt die minimale
Eingangsähnlichkeit als gemeinsamen Wert für die Eingangspräferenz beim Clustering voraus,
was zu einer geringeren Anzahl von Clustern führt. So wurden in jeder PF-Cluster die E2-binden-
den Proteinketten mit hoher struktureller Redundanz identifiziert. Von jedem dieser Cluster wurde
nur die von APCluster bestimmte exemplarische Proteinketten als repräsentative Proteinstruktur für
die Analyse verwendet.
Suche nach den repräsentative Strukturmotiven in der PDB
H-Brücken und π-π-Wechselwirkung sind Interaktionsarten mit hoher Spezifität und liefern erheb-
liche Mengen an Bindungsenergien (Kapitel 2.1.2). Demnach wurden das Strukturmotiv aus den
Ligand-bindenden Aminosäuren zusammengestellt, bei denen diese Interaktionen zum E2 detek-
tiert wurden. Weiterhin wurde ein Strukturmotiv aus zwei Bindungsstellen zusammengestellt, da
sich die extrahierten Aminosäuren aus den Proteinstrukturen 1a27-A und 4jvl-A diametral ge-
genüber standen. Anschließend wurde die von PISCES generierte CulledPDB-Liste2 gegen alle
Dreiermotive mit Fit3D [17, 18] abgefragt. Dabei wurden folgenden Parametrisierungen vorge-
nommen: RMSD-Grenzwert von 1,2 Å und Atomfilter:Arbitrary (Beliebig). Schließlich wurden die
von Fit3D gefundenen Treffer visualisiert und mit PyMol [220] (Version 1.8.6.0) analysiert.
2cullpdb_pc80_res3.0_R1.0_d170720_cha.ins32248
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9. Interaktionsanalysen in E2-Aptamer-
Komplexen
Für die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen E2 und dem spezifischen Aptamer ist eine
3D-Struktur unerlässlich. Da diese meist von Ligand-Aptamer-Komplexen nicht existieren, wur-
de ein Workflow entwickelt, der aus den DNA-Sequenzen eine DNA-Struktur erzeugt (Abbildung
9.1).
Abbildung 9.1.: Schematischer Überblick über den entwickelten Workflow zur detaillierten Analyse von Liganden-
Aptamer-Interaktionen. (A) Ausgehend von einer bekannten ligandenspezifischen Aptamersequenz und der Vorhersage
der Sekundärstruktur wird die 3D-Struktur modelliert. (B) Die modellierte 3D-Struktur ist die Grundlage für die MD-
Simulation. Zunächst wird der Ligand durch Andocken oder Expertenwissen in die Struktur integriert. Nach der MD-
Simulation werden die resultierenden Strukturen der einzelnen Zeitschritte auf mögliche Bindungsstellen untersucht und
die gebildeten Wechselwirkungen erkannt. SSV: Sekundärstruktur-Vorhersage, MDS: Molekulardynamische Simulation
9.1. Modellierung der ssDNA-Aptamer-Struktur
Die DNA-Aptamer-Strukturen wurden mit dem MMB [163] Kommandozeilen-Tool (Version17) mo-
delliert und jeweils die letzten Zustände der generierten Strukturen wurden als Ausgangspunkte
für die MD-Simulationen verwendet. Die Strukturen wurde als DNA-Typ definiert und als Se-
quenz im Einbuchstabencode instanziiert. Um die Basenpaarungen zu erzeugen, wurde ein Basen-
Interaktions-Skalierungsfaktor von 800 gewählt. Dieser Skalierungsfaktor erzwingt die spezifische
Basispaarungen innerhalb der Struktur. Darüber hinaus wurde der Standardtemperaturwert für
die MD-Parameter im MMB-Tool auf 280 K gesetzt. Für die E2-spezifische Aptamerstruktur von
ALSAGER ET AL. [25] (Tabelle 2.1) wurden zwei Bereiche mit Basenpaaren definiert, die aus der
Sekundärstrukturvorhersage abgeleitet wurden (identifiziert aus ALSAGER ET AL. [25]). Der erste
Basenpaarbereich wurde aus den Basenpositionen 6 bis 11 und von 31 bis 26 als Stem-Regi-
on (Stapelregion) und den zweiten Basenpaarbereich aus den Basenpositionen 13 bis 15 und
von 22 bis 20 als Stem-Region der HL-Region (Haarnadel) definiert. Es wurden die von MMB
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[163] bereitgestellten MD-Standardparameter gewählt. Dieses Verfahren wurde für die Modellie-
rung der anderen DNA-Aptamersequenzen adaptiv angewandt. Die Sekundärstrukturvorhersage
der Aptamere erfolgte mittels Mfold [221]
9.2. Molekulardynamische Simulationen der Aptamere
MD-Simulationen erfassen die Veränderungen eines makromolekularen Systems und sind nützlich,
um die Interaktion zwischen E2 und den DNA-Aptameren [188, 124, 19], jedoch auch innerhalb
des PNA-Aptamers, zu untersuchen. Die Simulationssysteme wurden durch die Einbettung des
letzten MMB-Modells in kubische Wasserboxen mit ca. 125.700 Wassermoleküle, 34 Na+-Ionen
und einer Simulationsboxgröße von 156 Å3 für das Apt35 und Apt35E2 vorbereitet. Für die ande-
ren Simulationssysteme wurden ähnliche Dimensionen bei der Anzahl der Wassermolekülen und
der Simulationsboxgröße erreicht. Lediglich die Anzahl der positiv geladenen Ionen variierte je
nach Anzahl der Basen. Für die PNAApt35 und PNAApt35E2 Simulationen wurden keine Ionen
zum Ladungsausgleich benötigt, da das PNA-Molekül in seiner Gesamtheit ladungsneutral ist.
Das editconf-Modul von GROMACS wurde zur Erstellung von periodischen Randbedingungen
und das genbox-Modul zur Solvatisierung verwendet. In dieser Konfiguration wurde die Wasser-
vorlage spc216 gewählt. Jedes explizite MD-Simulationssystem enthielt eine Gesamtzahl von ca.
126.900 Atomen. Zwischen der Oberfläche des DNA/PNA-Aptamere und den Grenzen der Si-
mulationsbox wurde ein Mindestabstand von 30 Å eingehalten. Die DNA-Aptamer-Simulationen
wurden mit GROMACS [176] (Version 5.1.3), dem Ganzatom-Kraftfeld AMBER 99 [146] und
dem TIP3P-Modell für Wasser durchgeführt. Für die PNA-Aptamer-Simulationen wurde hingegen
das PNA-spezifische Kraftfeld1 verwendet. Darüber hinaus wurde der Ligand E2 in das System
der Aptamere integriert und die mit von AmberTools16 [162] (Version 16) gewonnenen E2-Pa-
rameterdateien wurden mit dem Antechamber python parser interface (ACEPYPE)2 [222] in das
GROMACS Format konvertiert. Anschließend wurde die Energie des Simulationssystems minimiert,
um strukturelle Verformungen mit 1000 Schritten des Steepest Descent Algorithmus oder bis zum
Erreichen des maximalen Kraftschwellenwerts (<1000 kJ·mol−1·nm−1) zu beseitigen. In jedem
Simulationssystem wurden anschließend die Temperaturen von 0 auf 298,15 K und der Druck von
0 auf 1 bar während der Äquilibrierungsperiode unter periodischen Randbedingungen erhöht.
Nachdem das Gleichgewicht durch NVT und NPT erreicht wurde, wurde eine Produktionsphase
von 25 ns für der Simulationssysteme durchgeführt.
Alle MD-Simulationen wurden mit Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2690 v2 @ 3.00GHz (Intel Corpora-
tion, Santa Clara, CA, USA) und der GPU NVIDIA Tesla K40c (Nvidia Corporation, Santa Clara,
CA, USA) mit Ubuntu 14.04.5 LTS durchgeführt. Die Trajektorien der MD-Simulationen wurden mit
GROMACS Werkzeugen (u.a. mit RMSD, RMSF, Rg und Anzahl der H-Brücken) untersucht und mit
R [223] (Version 3.4.3) visualisiert. Alle bildlichen Strukturpräsentationen wurden mit PyMol [220]
(Version 1.8.6.0) erstellt.
9.3. Analyse der Trajektorien aus den MD-Simulationen
Das Ergebnis einer MD-Simulation ist eine Trajektorie, die eine Teilmenge der Koordinaten enthält,
die das untersuchte System durchlaufen hat. Es existieren mehrere generische Analysetechniken,
1http://upjv.q4md-forcefieldtools.org/REDDB/projects/F-93/, aufgerufen am 28.03.2018
2https://www.ccpn.ac.uk/v2-software/software/ACPYPE-folder, aufgerufen am 06.07.2018
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die verwendet werden können. Die in dieser Arbeit verwendeten wurden, werden im folgenden
kurz erläutert.
RMSD ist ein Standardmaß für den strukturellen Abstand zwischen Koordinatensätzen und gibt
den durchschnittlichen Abstand zwischen zwei Positionsvektoren p und q von N äquivalenten Ato-






||pi − qi||2 (9.1)
wobei p und q repräsentieren die Koordinaten des Atoms i in einer bestimmten Instanz während
der MD-Simulation und in seinem Referenzzustand.
RMSF beschreibt die atomaren Positionsfluktuationen innerhalb eines betrachteten Zeitraums.








wobei T die Dauer oder der Simulation (Zeitschritte) und xi die Koordinaten des Atoms i zu
einem Zeitpunkt einer Struktur tj ist. x̄i Repräsentiert die Atomkoordinaten über die gemittelten
Simulation.
Rg ist die Verteilung des Durchmessers um eine Mittelachse. Dieser Wert beschreibt wie viel sich
das Molekül von seinem Zentrum aus ausbreitet. Dieser ist definiert als der quadratische Abstand






(ri − rc)2 (9.3)
Freie Bindungsenergien der Komplexe zwischen E2 und den DNA/PNA-Aptameren wurde über
den Verlauf der MD-Simulation mit dem g_mmpbsa Kommandozeilen-Tool [224] (Version 1.6)
für GROMACS analysiert. Dieser Ansatz basiert auf dem MM/PBSA [225] und ist eine etablierte
Methode zur Abschätzung der freien Bindungsenergie zwischen Ligand und Targetstruktur. Die
Temperatur wurde gemäß den MD-Simulationsparametern auf 298,15 K eingestellt. Alle anderen
Parameter von g_mmpbsa wurden auf den Standardwerten belassen. Die freie Bindungsenergie
der Ligand-Aptamer-Komplexe im Lösungsmittel wird wie folgt beschrieben:
GBindung = GKomplex − (GAptamer +GLigand) (9.4)
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wobei GKomplex die gesamte freie Energie des Ligand-Aptamer-Komplexes ist, GAptamer und GLigand
die gesamte Energie des abgespaltenen Aptamers und des Liganden im Lösungsmittel repräsentie-
ren. Die freie Energie für jeden einzelnen GAptamer, GKomplex und GLigand wurde geschätzt durch:
Gx = EMM −GLösungmittel (9.5)
wobei x das Aptamer, der Ligand oder der Komplex ist. EMM ist die durchschnittliche molekulare
mechanische potentielle Energie im Vakuum. GLösungmittel ist die freie Lösungsmittelenergie. Die
molekulare mechanische potentielle Energie wurde im Vakuum wie folgt berechnet:
EMM = Egebunden + Enicht gebunden
= Egebunden + (Evdw + Eelec)
(9.6)
wobei Egebunden eine kovalente Wechselwirkung ist, die Bindungs-, Winkel-, Dihedral- (Abbildung
2.3) und nicht ordnungsgemäße Wechselwirkungen beinhaltet. Enicht gebunden ist eine nicht gebun-
dene Wechselwirkung, die aus der van der Waals Evdw und elektrostatischen Eelec Wechselwirkun-
gen besteht. Egebunden wird immer als Null gesetzt. Die Lösungsmittelenergie GLösungmittel wurde als
die Summe aus elektrostatischer Lösungsmittelenergie Gpolar und unpolare Lösungsmittelenergie
Gunpolar geschätzt:
GLösungmittel = Gpolar +Gunpolar (9.7)
wobei GLösungmittel unter Verwendung der Poisson-Boltzmann-Gleichung [192] berechnet wurde
undGunpolar aus der Lösungsmittelzugänglichen Oberfläche (engl. solvent-accessible surface area,
Apk. SASA) als folgende Gleichung geschätzt wurde:
Gunpolar = γSASA + b (9.8)
wobei γ ein Koeffizient in Bezug auf die Oberflächenspannung des Lösungsmittels und b der
Anpassungsparameter ist. Die Werte der Konstanten sind wie folgt:
γ = 0.02267 Kj·(Mol·Å2)−1 und b = 3.849 Kj·Mol−1. Die Berechnung der freien Energie erfolgt
immer nach der gleichen Berechnungsvorschrift [224] und die Gleichungen wurden bereits in
zahlreichen Publikationen vorgestellt [226, 227, 228].
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10. Detektion der Interaktionen innerhalb der
E2-bindenden Targetstrukturen
Die Detektion der nicht-kovalenten Wechselwirkungen zwischen E2-Targetstrukturen erfolgte mit
dem PLIP Kommandozeilen-Tool [148] (Version 1.3.4) anhand aller repräsentativer Proteinket-
ten und extrahierten Trajektorienmodellen (jeder Zeitschritt) der gesamten MD-Simulation der
DNA/PNA-Aptamere. Für die Detektion innerhalb der DNA/PNA-Aptamere wurde das zusätzliche
Kommandozeilenargument für die Wechselwirkungen von Molekülen mit der DNA (–dnarezeptor)
verwendet, das im development branch auf GitHub1 verfügbar war. Die gewonnenen Informatio-
nen wurden für die Extraktion der Ligand-bindenden Aminosäuren und Basen sowie für die Unter-








A. Interaktionsanalysen in E2-Protein-Komplexen
Tabelle A.1.: Übersicht aller Proteine, deren Struktur in Komplex mit E2 derzeit im PDB hinterlegt sind: Nummerierung, PDB-ID, Auflösung der Röntgenstrukturanalyse in Å, gebundene
Liganden mit Proteinketten-ID, Bindungstaschentyp, Kd falls vorhanden und Referenz.










1 1a27 1.90 E2:A; NADP+:A 1 intra N/A [156]
2 1a52 2.80 E2:A-B 2 intra 0.2† [229]
3 1aqu 1.60 E2:A-B; PAP:A-B 2 intra N/A [230]
4 1e6w 1.70 E2:L∗; NAD:A-D 1 intra N/A [231]
5 1ere 3.10 E2:A-F 6 intra 0.2† [50]
6 1fds 1.70 E2:A 1 intra N/A [232]
7 1fdt 2.20 E2:A; NADP+:A 1 intra N/A [232]
8 1fdu 2.70 E2:A-D; NADP+:A-D 4 intra N/A [156]
9 1fdw 2.70 E2:A 1 intra N/A [156]
10 1g50 2.90 E2:A-C 3 intra 0.2† [233]
11 1gwr 2.40 E2:A-B 2 intra 0.2† [234]
12 1iol 2.30 E2:A 1 intra N/A [235]
13 1jgl 2.15 E2:H+L 1 inter 2†‡ [150]
14 1jnn 3.20 E2:H+L 1 inter N/A [151]
15 1lhu 1.80 E2:A 1 intra 1.5† [152]
16 1pcg 2.70 E2:A-B 2 intra 0.2† [236]
17 1qkt 2.20 E2:A 1 intra 0.2† [237]
18 1qku 3.20 E2:A-C 3 intra 0.2† [237]







20 2j7x 2.10 E2:A; MEG:A 1 intra 0.5†
Veröffentlichung
anstehend
21 2ocf 2.95 E2:A 1 intra 0.2† [239]
22 2yja 1.82 E2:B 1 intra 0.2† [240]
23 3oll 1.50 E2:A-B 2 intra 0.5† [241]
24 3ols 2.20 E2:A-B 2 intra 0.5† [241]
25 3uud 1.60 E2:A-B; GOL:A-B; MEG:B 2 intra 0.2† [153]
26 4j24 2.10 E2:A-D 4 intra 0.5† [242]
27 4j26 2.30 E2:A-B 2 intra 0.5† [242]
28 4jvl 1.94 E2:A-B; PAP:A-B: MEG:A-B 2 intra N/A [154]
29 4pxm 1.90 E2:A-B 2 intra 0.2† [243]
30 5dx3 2.09 E2:A-B 2 intra N/A [244]
31 5dxb 2.08 E2:A-B; GOL:B 2 intra N/A [244]
32 5dxe 1.50 E2:A-B 2 intra N/A [244]
33 5dxg 1.86 E2:A-B; GOL:B 2 intra N/A [244]
34 5hyr 2.27 E2:A-B; GOL:A-B 2 intra N/A [244]
35 5toa 2.50 E2:A-B 2 intra N/A [245]
∗ PDB annotiert E2 als unabhängige Kette L, obwohl dieses in Kette C gebunden vorliegt.
† Kd bezogen von der BindingDB [246]
‡ Kd bezogen von der BindingMOAD [247]
NAD: Nicotinamide adenine dinucleotide.










1 1a27 Wildtype Homo sapiens [156]
2 1a52 Mutant Q502E:A-B Homo sapiens [229]
3 1aqu Wildtype Mus musculus [230]
4 1e6w Wildtype Rattus norvegicus [231]
5 1ere Wildtype Homo sapiens [50]
6 1fds Mutant A301R:A Homo sapiens [232]
7 1fdt Mutant A301R:A Homo sapiens [232]
8 1fdu Mutant H221L:A-D ∗; A301R:A-D ∗ Homo sapiens [156]
9 1fdw Mutant H221Q:A ∗; A301R:A Homo sapiens [156]
10 1g50 Wildtype Homo sapiens [233]
11 1gwr Wildtype Homo sapiens [234]
12 1iol Mutant D112E:A Homo sapiens [235]
13 1jgl Mutant L118F:L Mus musculus [150]
14 1jnn Wildtype Mus musculus [151]
15 1lhu Wildtype Homo sapiens [152]
16 1pcg Mutant C381S:A-B; C417S:A-B; C530S:A-B Homo sapiens [236]
17 1qkt Mutant C381S:A; C417S:A; C530S:A Homo sapiens [237]
18 1qku Wildtype Homo sapiens [237]
19 2d06 Mutant R213H:A-B Homo sapiens [238]
20 2j7x Wildtype Rattus norvegicus; Homo sapiens
Veröffentlichung
anstehend
21 2ocf Wildtype C381X:A; C417X:A; Y537S:A Homo sapiens [239]
22 2yja Wildtype Homo sapiens [240]
23 3oll Wildtype Homo sapiens [241]
24 3ols Wildtype Homo sapiens [241]
25 3uud Mutant Y537S:A-B Homo sapiens [153]
26 4j24 Wildtype Homo sapiens [242]







28 4jvl Mutant V269E:A-B Homo sapiens [154]
29 4pxm Mutant D538G:A-B Homo sapiens [243]
30 5dx3 Mutant Y537S:A-B; C417M:B Homo sapiens [244]
31 5dxb Affinity Y537S:A-B Homo sapiens [244]
32 5dxe Mutant Y537S:A-B Homo sapiens [244]
33 5dxg Mutant Y537S:A-B Homo sapiens [244]
34 5hyr Mutant Y537S:A-B Homo sapiens: artificial construct [244]
35 5toa Mutant C503D:A-B Homo sapiens [245]
∗ Mutation befindet sich innerhalb der Bindungstasche von E2.
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Tabelle A.3.: Klassifikation nach Pfam aller Proteine, deren Struktur in Komplex mit E2 auf der PDB hinterlegt sind.
Nr. PDB-ID PDB Beschreibung Pfam-ID UniProtKB Beschreibung
1 1a27
Human 17-beta-hydroxysteroid-dehydrogenase
type 1 C-terminal deletion mutant complexed





Estrogen receptor alpha ligand-binding domain
complexed to estradiol
PF00104 Estrogen receptor (ER) α
3 1aqu
Estrogen sulfotransferase with bound inactive
cofactor PAP and 17-beta estradiol
PF00685 Estrogen sulfotransferase
4 1e6w
Rat brain 3-hydroxyacyl-coa dehydrogenase
binary complex with NADH and estradiol
PF00106
Type II hydroxyacyl-CoA dehydrogenase/
amyloid-b binding alcohol dehydrogenase
5 1ere
Human estrogen receptor ligand-binding




type 1 complexed with 17-beta-estradiol
PF00106
17-β-hydroxysteroid dehydro-
genase type 1 (17-β-HSD1)
7 1fdt
Human 17-beta-hydroxysteroid-dehydrogenase









type 1 mutant H221Q complexed with estradiol
PF00106 17-β-HSD1
10 1g50
Crystal structure of a wild type hER alpha LBD
at 2.9 Angstrom resolution
PF00104 ER α
11 1gwr
Human oestrogen receptor alpha ligand-binding














Fragment Antigen Binding (FAB) Fragment







14 1jnn Crystal structure of Fab-estradiol complexes
PF07686;
PF07654
FAB Fragment of antibody (Ig kappa chain
and Ig gamma-1 chain)
15 1lhu
Crystal structure of the N-terminal lg-domain of
SHBG in complex with estradiol
PF00054 Sex hormone binding globulin
16 1pcg
Helix-stabilized cyclic peptides as selective inhibitors
of steroid receptor-coactivator interactions
PF00104 ER α
17 1qkt
Mutant estrogen nuclear receptor ligand binding
domain complexed with estradiol
PF00104 ER α
18 1qku
Wild type estrogen nuclear receptor ligand binding
domain complexed with estradiol
PF00104 ER α
19 2d06 Human SULT1A1 complexed with PAP and estradiol PF00685 Cytosolic Sulfotransferase 1A1
20 2j7x
Structure of estradiol-bound estrogen receptor beta
LBD in complex with LXXLL motif from Ncoa5
PF00104 ER; Nuclear receptor coactivator 5
21 2ocf
Human estrogen receptor alpha ligand-binding domain
in complex with estradiol and the E2 Nr. 23
FN3 monobody
PF00104
ER α; Monobody (mimic of a small antibody
using a Fibronectin type III domain scaffold)
22 2yja Stapled peptides binding to estrogen receptor alpha PF00104 ER α; Stapled peptide
23 3oll
Crystal structure of phosphorylated estrogen
receptor beta ligand binding domain
PF00104 ER β; Nuclear receptor coactivator 1
24 3ols
Crystal structure of estrogen receptor beta
ligand binding domain
PF00104 ER β; Nuclear receptor coactivator 1
25 3uud
Crystal structure of hERa-LBD (Y537S) in complex
with estradiol
PF00104 ER α; Nuclear receptor coactivator 1
26 4j24
Estrogen Receptor in complex with proline-flanked
LXXLL peptides
PF00104 ER β; Proline flanked peptide
27 4j26
Estrogen Receptor in complex with proline-flanked
LXXLL peptides
PF00104 ER β; Proline flanked peptide
28 4jvl
Crystal structure of human estrogen sulfotransferase





The estrogen receptor alpha ligand binding domain
D538G mutant in complex with estradiol and a
glucocorticoid receptor-interacting protein 1
NR-box II peptide
PF00104 ER α; Nuclear receptor coactivator 2
30 5dx3
Estrogen receptor alpha ligand binding domain Y537S
mutant in complex with stapled peptide SRC2-P3 and
estradiol
PF00104 ER α; Stapled peptide
31 5dxb
Estrogen receptor alpha ligand binding domain Y537S
mutant in complex with stapled peptide SRC2-P1 and
estradiol
PF00104 ER α; Nuclear receptor coactivator 2
32 5dxe
Estrogen receptor alpha ligand binding domain Y537S
mutant in complex with stapled peptide SRC2-P4 and
estradiol
PF00104 ER α; Nuclear receptor coactivator 2
33 5dxg
Estrogen receptor alpha ligand binding domain Y537S
mutant in complex with stapled peptide SRC2-P5
PF00104 ER α; Stapled peptide
34 5hyr
Estrogen receptor alpha ligand binding domain Y537S
mutant in complex with stapled peptide SRC2-
SP2 and estradiol
PF00104 ER α; Stapled peptide
35 5toa
Crystal Structure of ER beta bound to
Estradiol
PF00104 ER α
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Physikochemische Eigenschaften der Ligand-bindenden Aminosäuren






























































































Abbildung A.1.: Absolute Häufigkeit der detektierten Interaktionstypen zwischen E2 und seinen Ligand-bindenden Ami-
nosäuren. Alle 69 E2-bindenden Proteinketten sind enthalten. Die Proteinketten sind aufsteigend nach auftretenden
Interaktionen und Anzahl sortiert.
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B.1. Komplexsimulation zwischen E2 und dem Apt35
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Tabelle B.1.: Bindungsenergiekomponenten und freie Bindungsenergien der Apt35E2 Basen. Alle Energieausdrücke
sind in kJ · mol−1. ΔEMM: molekularmechanische Energie. ΔGpolar: polare Solvationsenergie. ΔGunpolar: unpolare
Solvationsenergie. ΔGGesamt: Gesamtenergie.
Base ΔEMM ΔGpolar ΔGunpolar ΔGGesamt
A1 -0,0134 ± 0,0219 -0,0005 ± 0,0014 0,0000 ± 0,0000 -0,0140 ± 0,0224
A2 -0,0351 ± 0,0657 -0,0024 ± 0,0029 0,0000 ± 0,0000 -0,0375 ± 0,0662
G3 -0,0419 ± 0,0732 -0,0090 ± 0,0089 0,0000 ± 0,0000 -0,0509 ± 0,0723
G4 -0,0644 ± 0,0913 -0,0268 ± 0,0262 0,0000 ± 0,0000 -0,0912 ± 0,0940
G5 -0,0880 ± 0,0892 -0,0289 ± 0,0186 0,0000 ± 0,0000 -0,1169 ± 0,0907
A6 -0,1197 ± 0,1181 -0,0716 ± 0,0293 0,0000 ± 0,0000 -0,1913 ± 0,1201
T7 -0,1724 ± 0,1571 -0,1658 ± 0,0531 0,0000 ± 0,0000 -0,3382 ± 0,1654
G8 -0,2868 ± 0,2572 -0,3105 ± 0,1340 0,0000 ± 0,0000 -0,5973 ± 0,3087
C9 -0,2926 ± 0,4755 -1,1297 ± 0,3364 0,0000 ± 0,0000 -1,4223 ± 0,5186
C10 -0,9561 ± 0,8218 -3,2252 ± 0,9057 -0,0002 ± 0,0041 -4,1815 ± 0,9785
G11 -22,1645 ± 2,5835 6,4785 ± 2,9123 -1,4671 ± 0,2387 -17,1531 ± 3,4821
T12∗ -13,1916 ± 3,7469 -0,7906 ± 4,7389 -1,0888 ± 0,3589 -15,0710 ± 3,3430
T13 -0,4518 ± 0,9966 -3,7329 ± 1,5054 -0,0047 ± 0,0389 -4,1895 ± 1,2141
T14 0,2724 ± 0,3811 -1,4852 ± 0,5728 0,0000 ± 0,0000 -1,2128 ± 0,4958
G15 0,2447 ± 0,2554 -0,6522 ± 0,3111 0,0000 ± 0,0000 -0,4075 ± 0,2754
G16 0,1448 ± 0,1430 -0,0641 ± 0,1203 0,0000 ± 0,0000 0,0807 ± 0,1829
G17 0,1745 ± 0,1572 -0,2221 ± 0,1338 0,0000 ± 0,0000 -0,0475 ± 0,1490
C18 0,1052 ± 0,1234 -0,1365 ± 0,0877 0,0000 ± 0,0000 -0,0314 ± 0,1188
C19 0,0884 ± 0,1198 -0,1100 ± 0,0598 0,0000 ± 0,0000 -0,0216 ± 0,1152
C20 0,0600 ± 0,1893 -0,3541 ± 0,1859 0,0000 ± 0,0000 -0,2940 ± 0,2377
A21 -0,0656 ± 0,3972 -0,8552 ± 0,3807 0,0000 ± 0,0000 -0,9208 ± 0,5520
A22 -0,5056 ± 0,6330 -1,2575 ± 0,4805 -0,0013 ± 0,0142 -1,7643 ± 0,8285
G23 -3,2119 ± 2,6108 -1,7324 ± 2,2719 -0,2093 ± 0,1716 -5,1536 ± 1,8989
T24∗ -16,5389 ± 7,5947 2,8548 ± 3,7607 -1,2642 ± 0,5620 -14,9484 ± 5,8639
T25 -3,5888 ± 1,2858 -2,4389 ± 1,6140 -0,1742 ± 0,1346 -6,2019 ± 1,7906
C26∗ -22,2154 ± 3,8653 6,3750 ± 4,2473 -1,0450 ± 0,2638 -16,8854 ± 3,9812
G27 -1,6491 ± 0,5233 -3,0775 ± 1,2244 -0,0001 ± 0,0019 -4,7267 ± 1,1894
G28 -0,0115 ± 0,4278 -2,3291 ± 1,5020 -0,0001 ± 0,0021 -2,3406 ± 1,3050
C29 -0,0187 ± 0,2879 -0,7882 ± 0,2371 0,0000 ± 0,0000 -0,8069 ± 0,2963
A30 -0,0266 ± 0,2314 -0,3234 ± 0,1076 0,0000 ± 0,0000 -0,3500 ± 0,2215
T31 -0,0453 ± 0,1515 -0,1425 ± 0,0490 0,0000 ± 0,0000 -0,1878 ± 0,1483
A32 -0,0317 ± 0,1293 -0,0530 ± 0,0359 0,0000 ± 0,0000 -0,0846 ± 0,1298
G33 -0,0272 ± 0,1283 0,0091 ± 0,0541 0,0000 ± 0,0000 -0,0181 ± 0,1449
T34 -0,0165 ± 0,1554 -0,0289 ± 0,0341 0,0000 ± 0,0000 -0,0454 ± 0,1582
G35 -0,0228 ± 0,1145 -0,0120 ± 0,0480 0,0000 ± 0,0000 -0,0348 ± 0,1303
∗Hauptbindungsbasen von E2
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B.2. Komplexsimulationen zwischen E2 und dem PNAApt35
Abbildung B.1.: PNAApt35E2 Interaktionsanalysen der interagierenden Aptamer-Basen zu E2. Die Abszisse stellt den
jeweiligen Zeitschritt der gesamten MD-Simulation dar. Die Ordinaten der linken Diagramme (A, C, E, G) zeigen
die absolute Häufigkeit der verschiedenen Wechselwirkungen. Die Ordinaten der rechten Diagramme (B, D, F, H)
zeigen alle Basen, die in Wechselwirkung mit E2 stehen. (A) Absolute Häufigkeit der H-Brücken. (B) Basenspezifische H-
Brücken. (C) Absolute Häufigkeit von π-π-Wechselwirkungen. (D) Basenspezifische π-π-Wechselwirkungen. (E) Absolute
Häufigkeit von wasservermittelten H-Brücken. (F) Basenspezifische wasservermittelte H-Brücken. (G) Absolute Häufigkeit
hydrophober Wechselwirkungen. (H) Basenspezifische hydrophobe Wechselwirkungen.
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Tabelle B.2.: Bindungsenergiekomponenten und freie Bindungsenergien der PNAApt35E2 Basen. Alle Energieaus-
drücke sind in kJ · mol−1. ΔEMM: molekularmechanische Energie. ΔGpolar: polare Solvationsenergie. ΔGunpolar: un-
polare Solvationsenergie. ΔGGesamt: Gesamtenergie.
Base ΔEMM ΔGpolar ΔGunpolar ΔGGesamt
A1 0,0113 ± 0,0013 0,0115 ± 0,0067 -0,0004 ± 0,0005 0,0221 ± 0,0065
A2 0,0022 ± 0,0001 0,0167 ± 0,0056 0,0001 ± 0,0001 0,0189 ± 0,0056
G3 0,0032 ± 0,0002 0,0168 ± 0,0051 0,0004 ± 0,0003 0,0203 ± 0,0050
G4 -0,0244 ± 0,0030 0,0273 ± 0,0066 -0,0013 ± 0,0005 0,0012 ± 0,0065
G5 -0,0238 ± 0,0047 0,0356 ± 0,0058 -0,0038 ± 0,0008 0,0082 ± 0,0053
A6 -0,0447 ± 0,0081 0,0196 ± 0,0062 -0,0054 ± 0,0011 -0,0300 ± 0,0067
T7 -0,0171 ± 0,0019 -0,0110 ± 0,0047 -0,0005 ± 0,0002 -0,0284 ± 0,0046
G8 -0,0246 ± 0,0012 0,0263 ± 0,0031 -0,0005 ± 0,0004 0,0012 ± 0,0032
C9 -0,0619 ± 0,0006 0,0388 ± 0,0022 -0,0001 ± 0,0004 -0,0231 ± 0,0022
C10 -0,5696 ± 0,0051 0,1092 ± 0,0057 0,0005 ± 0,0005 -0,4608 ± 0,0061
G11 -16,3880 ± 0,0697 5,6470 ± 0,0387 -1,0551 ± 0,0058 -11,8086 ± 0,0561
T12∗ -16,4812 ± 0,0701 11,5466 ± 0,0435 -1,1478 ± 0,0057 -6,0879 ± 0,0651
T13 -0,5549 ± 0,0042 0,2046 ± 0,0040 0,0001 ± 0,0002 -0,3499 ± 0,0049
T14 -0,1261 ± 0,0017 0,0423 ± 0,0026 -0,0002 ± 0,0003 -0,0837 ± 0,0027
G15 -0,0378 ± 0,0006 0,0392 ± 0,0029 0,0003 ± 0,0003 0,0017 ± 0,0030
G16 -0,0089 ± 0,0003 0,0206 ± 0,0051 -0,0000 ± 0,0002 0,0117 ± 0,0053
G17 0,0085 ± 0,0005 -0,0002 ± 0,0035 -0,0005 ± 0,0003 0,0077 ± 0,0032
C18 -0,0077 ± 0,0005 0,0209 ± 0,0066 -0,0002 ± 0,0005 0,0133 ± 0,0069
C19 -0,0204 ± 0,0004 0,0276 ± 0,0060 -0,0004 ± 0,0003 0,0068 ± 0,0061
C20 0,0105 ± 0,0007 -0,0301 ± 0,0038 0,0001 ± 0,0004 -0,0196 ± 0,0040
A21 -0,6047 ± 0,0074 0,1933 ± 0,0057 0,0003 ± 0,0004 -0,4106 ± 0,0076
A22 -1,8181 ± 0,0268 1,1208 ± 0,0178 -0,0795 ± 0,0019 -0,7784 ± 0,0150
G23 -9,1434 ± 0,1032 5,7266 ± 0,0670 -0,8498 ± 0,0103 -4,2651 ± 0,0538
T24 -7,8240 ± 0,0610 4,8360 ± 0,0450 -0,7667 ± 0,0066 -3,7589 ± 0,0472
T25 -4,8220 ± 0,0430 3,0325 ± 0,0319 -0,2788 ± 0,0042 -2,0650 ± 0,0246
C26∗ -19,4486 ± 0,0712 8,8266 ± 0,0432 -1,3920 ± 0,0062 -12,0118 ± 0,0578
G27 -1,3380 ± 0,0064 0,5243 ± 0,0060 -0,0006 ± 0,0007 -0,8142 ± 0,0068
G28 -0,2127 ± 0,0014 0,1754 ± 0,0031 -0,0002 ± 0,0006 -0,0377 ± 0,0032
C29 -0,0365 ± 0,0007 0,0150 ± 0,0042 0,0001 ± 0,0004 -0,0213 ± 0,0044
A30 -0,0096 ± 0,0002 0,0072 ± 0,0029 -0,0008 ± 0,0004 -0,0031 ± 0,0031
T31 0,0015 ± 0,0001 0,0200 ± 0,0077 0,0000 ± 0,0001 0,0225 ± 0,0072
A32 0,0014 ± 0,0001 0,0066 ± 0,0043 -0,0003 ± 0,0004 0,0080 ± 0,0042
G33 -0,0002 ± 0,0002 0,0053 ± 0,0037 -0,0006 ± 0,0004 0,0048 ± 0,0037
T34 -0,0063 ± 0,0004 0,0140 ± 0,0038 0,0001 ± 0,0002 0,0078 ± 0,0036
G35 0,0401 ± 0,0028 0,0202 ± 0,0088 -0,0000 ± 0,0004 0,0597 ± 0,0093
∗Hauptbindungsbasen von E2
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B.3. Komplexsimulation zwischen E2 und designten Aptameren
Komplexsimulation zwischen E2 und dem Apt34
Abbildung B.2.: 2D und 3D Darstellung des Apt34 und Kontaktkarte der Aptamer-Basen. (A) 2D-Struktur des Ap-
tamers, modelliert mit Mfold [248]. Schwarz markierte Basen sind gepaart, rot markierte ungepaar und repräsentieren
die SSE. (B) Modellierte Struktur des Aptamers mittels MMB [163]. Das 5’-Ende ist innerhalb der Struktur rot und das
3’-Ende gelb dargestellt. (C) Kontaktkarte zur Bestimmung der Distanzen zwischen den jeweiligen Basen des Aptamers.
Sehr nah beieinander liegende Basen werden rot und orange dargestellt. SSE sind schwarz eingerahmt. Innerhalb der
gerahmten Bereiche zeigen die orangefarbenen Felder die gebildeten SSE mit einem Abstandsbereich zwischen 1,54
Å und 1,92 Å. Die Basen in der AIL-Region haben einen Abstand zwischen 7,31 Å und 8,46 Å. AIL: asymmetrischer
innerer Loop. HL: Hairpin Loop. SR: Stamregion.
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Abbildung B.3.: Stabilitätsanalysen der Aptamerstrukturen versus 25 ns MD-Simulationszeit für Apt34E2: (A) Gyrati-
onsradius; (B) Anzahl der H-Brücken innerhalb der Aptamerstruktur; und (C) Strukturabweichung (RMSD-Berechnung)
im Verlauf der MD-Simulation in Bezug auf die Ausgangsstruktur von Apt34E2. (D) RMSF-Berechnung von Apt34E2.
E2 ist Teil der Apt34E2 MD-Simulation und wird als rote Linie dargestellt. Die verschiedenen Sekundärstrukturen des
Aptamers sind oberhalb des RMSF-Diagramms dargestellt. Die Bindungsbasen von E2 sind mit einem Sternsymbol
gekennzeichnet (∗).
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Abbildung B.4.: Apt34E2 Interaktionsanalysen der interagierenden Aptamer-Basen zu E2. Die Abszisse stellt den je-
weiligen Zeitschritt der gesamten MD-Simulation dar. Die Ordinaten der linken Diagramme (A, C, E, G) zeigen die
absolute Häufigkeit der verschiedenen Wechselwirkungen. Die Ordinaten der rechten Diagramme (B, D, F, H) zei-
gen alle Basen, die in Wechselwirkung mit E2 stehen. (A) Absolute Häufigkeit der H-Brücken. (B) Basenspezifische H-
Brücken. (C) Absolute Häufigkeit von π-π-Wechselwirkungen. (D) Basenspezifische π-π-Wechselwirkungen. (E) Absolute
Häufigkeit von wasservermittelten H-Brücken. (F) Basenspezifische wasservermittelte H-Brücken. (G) Absolute Häufigkeit
hydrophober Wechselwirkungen. (H) Basenspezifische hydrophobe Wechselwirkungen.
146 B. Molekulardynamische Simulationen der Aptamere
Abbildung B.5.: Verteilung und unterschiedliche Perspektiven der detektierten Atome der Nukleotide über die gesamte
Apt34E2 MD-Simulation. Ausgebildete H-Brücken zwischen Aptamer und E2 wurden in Form von O–H· · ·O (rote Ato-
me) und N–H· · ·O (blaue Atome) detektiert. Die Zentroiden der Ringsysteme repräsentieren die π-π-Wechselwirkungen
(graue Pseudoatome) ausgehend vom Aptamer. (A) Fokus liegt auf der 3- und (B) auf der 17-β-Position von E2. Ausge-
bildete wasservermittelte H-Brücken zwischen Aptamer und E2 wurden in Form von O–H· · ·O–H· · ·O (rote, hellblaue
und rote Atome) und N–H· · ·O–H· · ·O (blaue, hellblaue und rote Atome) detektiert. (C) Fokus liegt auf der 3- und (D)
auf der 17-β-Position von E2.
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Tabelle B.3.: Bindungsenergiekomponenten und freie Bindungsenergien der Apt34E2 Basen. Alle Energieausdrücke
sind in kJ · mol−1. ΔEMM: molekularmechanische Energie. ΔGpolar: polare Solvationsenergie. ΔGunpolar: unpolare
Solvationsenergie. ΔGGesamt: Gesamtenergie.
Base ΔEMM ΔGpolar ΔGunpolar ΔGGesamt
A1 -0,0328 ± 0,0008 0,0034 ± 0,0015 -0,0000 ± 0,0000 -0,0295 ± 0,0016
A2 -0,0925 ± 0,0020 0,0005 ± 0,0012 -0,0002 ± 0,0003 -0,0921 ± 0,0024
G3 -0,0907 ± 0,0018 -0,0044 ± 0,0020 -0,0000 ± 0,0000 -0,0949 ± 0,0028
G4 -0,1106 ± 0,0024 -0,0021 ± 0,0033 0,0000 ± 0,0001 -0,1125 ± 0,0043
G5 -0,1600 ± 0,0031 -0,0132 ± 0,0017 0,0001 ± 0,0001 -0,1732 ± 0,0041
A6 -0,1859 ± 0,0035 -0,0357 ± 0,0017 0,0001 ± 0,0001 -0,2216 ± 0,0037
T7 -0,2263 ± 0,0040 -0,1013 ± 0,0018 0,0001 ± 0,0001 -0,3277 ± 0,0048
G8 -0,3167 ± 0,0053 -0,1753 ± 0,0026 0,0000 ± 0,0001 -0,4912 ± 0,0066
C9 -0,1241 ± 0,0049 -0,7743 ± 0,0073 0,0000 ± 0,0000 -0,8983 ± 0,0096
C10 0,0042 ± 0,0070 -2,0864 ± 0,0182 -0,0001 ± 0,0001 -2,0819 ± 0,0192
G11 -3,7506 ± 0,0520 0,6653 ± 0,0419 -0,2178 ± 0,0038 -3,3051 ± 0,0478
T12∗ -10,4730 ± 0,0724 5,9353 ± 0,0606 -0,6322 ± 0,0087 -5,1687 ± 0,0682
T13 -19,5090 ± 0,0649 1,2908 ± 0,0609 -1,2191 ± 0,0050 -19,4411 ± 0,0860
T14 -1,3337 ± 0,0155 -3,0495 ± 0,0163 -0,0080 ± 0,0012 -4,3918 ± 0,0196
G15 -0,4217 ± 0,0062 -0,8568 ± 0,0068 -0,0000 ± 0,0000 -1,2783 ± 0,0099
G16 -0,1058 ± 0,0038 -0,2355 ± 0,0043 0,0001 ± 0,0001 -0,3410 ± 0,0058
G17 -0,1222 ± 0,0026 -0,2074 ± 0,0024 0,0000 ± 0,0000 -0,3294 ± 0,0038
C18 -0,1505 ± 0,0029 -0,1726 ± 0,0028 0,0000 ± 0,0000 -0,3228 ± 0,0041
C19 -0,1962 ± 0,0036 -0,4410 ± 0,0048 0,0003 ± 0,0002 -0,6367 ± 0,0064
C20 -0,1903 ± 0,0054 -1,6139 ± 0,0120 -0,0000 ± 0,0000 -1,8045 ± 0,0127
A21 -1,4039 ± 0,0094 -2,3309 ± 0,0128 0,0002 ± 0,0001 -3,7341 ± 0,0166
A22∗ -18,8778 ± 0,0640 4,7587 ± 0,0642 -1,3913 ± 0,0058 -15,5118 ± 0,0636
T23 -1,7645 ± 0,0407 -2,4534 ± 0,0395 -0,1007 ± 0,0021 -4,3219 ± 0,0302
T24 -8,7122 ± 0,1448 5,5025 ± 0,1359 -0,2270 ± 0,0045 -3,4441 ± 0,0631
C25 -15,3971 ± 0,2281 4,5059 ± 0,2213 -1,0980 ± 0,0156 -11,9939 ± 0,0878
G26 -0,6117 ± 0,0171 -3,8120 ± 0,0559 -0,0045 ± 0,0006 -4,4293 ± 0,0571
G27 -0,1862 ± 0,0090 -0,9086 ± 0,0109 -0,0000 ± 0,0000 -1,0951 ± 0,0121
C28 0,1394 ± 0,0048 -0,4388 ± 0,0054 0,0000 ± 0,0000 -0,2991 ± 0,0062
A29 0,0279 ± 0,0029 -0,1811 ± 0,0027 -0,0000 ± 0,0000 -0,1533 ± 0,0037
T30 -0,0413 ± 0,0023 -0,0802 ± 0,0020 0,0000 ± 0,0000 -0,1219 ± 0,0030
A31 -0,0553 ± 0,0018 -0,0308 ± 0,0022 0,0000 ± 0,0000 -0,0859 ± 0,0029
G32 -0,0250 ± 0,0013 -0,0012 ± 0,0029 0,0001 ± 0,0001 -0,0260 ± 0,0033
T33 -0,0240 ± 0,0013 -0,0033 ± 0,0029 -0,0001 ± 0,0001 -0,0276 ± 0,0032
G34 -0,0299 ± 0,0009 0,0002 ± 0,0023 -0,0000 ± 0,0000 -0,0296 ± 0,0024
∗Hauptbindungsbasen und Zeitweise Hauptbindungsbasen von E2 (T24 bis 13,4 ns und C25 ab 15,4 ns)
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Komplexsimulation zwischen zwei E2-Moleküle und dem Apt36
Abbildung B.6.: 2D, 3D Darstellung des Apt36 und Kontaktkarte der Basen. (A) 2D-Struktur des Aptamers, modelliert
mit Mfold [248]. Schwarz markierte Basen bilden Basenpaare und rot markierte Basen sind ungepaart. (B) Modellierte
Struktur des Aptamers mitels MMB [163]. Das 5’-Ende ist innerhalb der Struktur rot und das 3’-Ende gelb dargestellt.
(C) Abstandskarte zur Bestimmung der Abstände zwischen den einzelnen Basenpaaren. Sehr nahe beieinander lie-
gende Basen werden rot dargestellt. Die SSE sind schwarz eingerahmt. Innerhalb der gerahmten Bereiche zeigen die
orangefarbenen Felder die gebildeten SSE mit einem Abstandsbereich zwischen 1,54 Å und 1,92 Å. Die Basen im
AIL-Bereich haben einen Abstand zwischen 7,69 Å und 13,80 Å. AIL: asymmetrischer innerer Loop. HL: Hairpin Loop.
SR: Stammregion.
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Abbildung B.7.: Apt36E2E2 Interaktionsanalysen der interagierenden Aptamer-Basen zu E2b. Die Abszisse stellt den
jeweiligen Zeitschritt der gesamten MD-Simulation dar. Die Ordinaten der linken Diagramme (A, C, E, G) zeigen die
absolute Häufigkeit der verschiedenen Wechselwirkungen. Die Ordinaten der rechten Diagramme (B, D, F, H) zeigen
alle Basen, die in Wechselwirkung mit E2b stehen. (A) Absolute Häufigkeit der H-Brücken. (B) Basenspezifische H-
Brücken. (C) Absolute Häufigkeit von π-π-Wechselwirkungen. (D) Basenspezifische π-π-Wechselwirkungen. (E) Absolute
Häufigkeit von wasservermittelten H-Brücken. (F) Basenspezifische wasservermittelte H-Brücken. (G) Absolute Häufigkeit
hydrophober Wechselwirkungen. (H) Basenspezifische hydrophobe Wechselwirkungen.
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Abbildung B.8.: Verteilung und unterschiedliche Perspektiven der detektierten Atome der Nukleotide über die gesamte
Apt36E2E2 MD-Simulation (Kette B). Ausgebildete H-Brücken zwischen Aptamer und E2b wurden in Form von O–
H· · ·O (rote Atome) und N–H· · ·O (blaue Atome) detektiert. Die Zentroiden der Ringsysteme repräsentieren die π-π-
Wechselwirkungen (graue Pseudoatome) ausgehend vom Aptamer. (A) Fokus liegt auf der 3- und (B) auf der 17-
β-Position von E2b. Ausgebildete wasservermittelte H-Brücken zwischen Aptamer und E2b wurden in Form von O–
H· · ·O–H· · ·O (rote, hellblaue und rote Atome) und N–H· · ·O–H· · ·O (blaue, hellblaue und rote Atome) detektiert.
(C) Fokus liegt auf der 3- und (D) auf der 17-β-Position von E2b.
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Tabelle B.4.: Bindungsenergiekomponenten und freie Bindungsenergien der Apt36E2E2 (Kette B) Basen. Alle Energie-
ausdrücke sind in kJ · mol−1. ΔEMM: molekularmechanische Energie. ΔGpolar: polare Solvationsenergie. ΔGunpolar:
unpolare Solvationsenergie. ΔGGesamt: Gesamtenergie.
Base ΔEMM ΔGpolar ΔGunpolar ΔGGesamt
A1 -0,0115 ± 0,0007 -0,0035 ± 0,0007 -0,0002 ± 0,0001 -0,0151 ± 0,0010
A2 -0,0382 ± 0,0024 -0,0057 ± 0,0018 -0,0002 ± 0,0001 -0,0441 ± 0,0033
G3 -0,0274 ± 0,0019 -0,0022 ± 0,0027 -0,0001 ± 0,0001 -0,0299 ± 0,0033
G4 -0,0195 ± 0,0017 0,0026 ± 0,0041 -0,0001 ± 0,0001 -0,0175 ± 0,0044
G5 -0,0138 ± 0,0012 0,0003 ± 0,0037 -0,0001 ± 0,0001 -0,0133 ± 0,0040
A6 -0,0201 ± 0,0018 -0,0117 ± 0,0018 0,0000 ± 0,0002 -0,0320 ± 0,0024
T7 -0,0191 ± 0,0021 -0,0213 ± 0,0022 -0,0003 ± 0,0002 -0,0407 ± 0,0029
G8 -0,0140 ± 0,0020 -0,0289 ± 0,0021 -0,0001 ± 0,0001 -0,0434 ± 0,0029
C9 -0,0341 ± 0,0036 -0,1558 ± 0,0046 -0,0002 ± 0,0001 -0,1901 ± 0,0050
C10 -0,0781 ± 0,0067 -0,5913 ± 0,0107 -0,0000 ± 0,0002 -0,6695 ± 0,0094
G11 -0,2273 ± 0,0131 -1,1394 ± 0,0259 -0,0013 ± 0,0004 -1,3678 ± 0,0247
T12 -5,2001 ± 0,0870 1,8899 ± 0,0700 -0,4171 ± 0,0096 -3,7242 ± 0,0581
T13∗ -24,3790 ± 0,1624 10,7523 ± 0,1700 -1,4550 ± 0,0091 -15,0825 ± 0,0869
T14 -1,7061 ± 0,0182 -2,4724 ± 0,0227 -0,0011 ± 0,0003 -4,1766 ± 0,0268
G15 -0,2522 ± 0,0109 -1,4190 ± 0,0127 -0,0002 ± 0,0001 -1,6717 ± 0,0125
G16 -0,0592 ± 0,0065 -0,5044 ± 0,0047 -0,0000 ± 0,0001 -0,5640 ± 0,0067
T17 -0,0188 ± 0,0040 -0,0935 ± 0,0043 0,0001 ± 0,0002 -0,1126 ± 0,0057
T18 -0,0110 ± 0,0031 -0,0485 ± 0,0024 -0,0001 ± 0,0003 -0,0596 ± 0,0036
T19 -0,0028 ± 0,0028 -0,0603 ± 0,0028 -0,0001 ± 0,0001 -0,0629 ± 0,0039
C20 -0,0569 ± 0,0041 -0,3986 ± 0,0043 -0,0000 ± 0,0000 -0,4560 ± 0,0055
C21 -0,1862 ± 0,0060 -0,7386 ± 0,0066 0,0000 ± 0,0000 -0,9243 ± 0,0084
A22 -1,1082 ± 0,0138 -1,6842 ± 0,0138 -0,0006 ± 0,0001 -2,7930 ± 0,0189
A23 -15,5687 ± 0,0994 4,0209 ± 0,0480 -1,0206 ± 0,0058 -12,5606 ± 0,1027
G24 -2,9387 ± 0,0326 -1,7804 ± 0,0292 -0,0098 ± 0,0006 -4,7282 ± 0,0321
T25∗ -19,7498 ± 0,1265 13,6301 ± 0,1566 -1,3846 ± 0,0079 -7,5061 ± 0,0987
T26 -1,1168 ± 0,0273 -4,1532 ± 0,0388 -0,0700 ± 0,0033 -5,3432 ± 0,0411
C27 -0,0109 ± 0,0138 -2,1408 ± 0,0661 -0,0049 ± 0,0009 -2,1620 ± 0,0656
G28 -0,1001 ± 0,0077 -0,7585 ± 0,0130 -0,0005 ± 0,0002 -0,8595 ± 0,0148
G29 -0,1776 ± 0,0101 -0,8301 ± 0,0135 -0,0012 ± 0,0004 -1,0112 ± 0,0160
C30 -0,1662 ± 0,0089 -0,5227 ± 0,0144 -0,0005 ± 0,0005 -0,6893 ± 0,0146
A31 -0,1171 ± 0,0060 -0,0962 ± 0,0029 0,0002 ± 0,0002 -0,2132 ± 0,0062
T32 -0,0582 ± 0,0034 -0,0196 ± 0,0031 0,0000 ± 0,0001 -0,0779 ± 0,0046
A33 -0,0359 ± 0,0024 -0,0091 ± 0,0024 0,0000 ± 0,0001 -0,0448 ± 0,0032
G34 -0,0344 ± 0,0021 0,0005 ± 0,0021 -0,0003 ± 0,0002 -0,0340 ± 0,0030
T35 -0,0257 ± 0,0016 0,0012 ± 0,0033 -0,0003 ± 0,0002 -0,0245 ± 0,0038
G36 -0,0205 ± 0,0014 0,0002 ± 0,0014 0,0000 ± 0,0001 -0,0205 ± 0,0019
∗Hauptbindungsbasen von E2b
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Abbildung B.9.: Apt36E2E2 Interaktionsanalysen der interagierenden Aptamer-Basen zu E2c. Die Abszisse stellt den
jeweiligen Zeitschritt der gesamten MD-Simulation dar. Die Ordinaten der linken Diagramme (A, C, E, G) zeigen die
absolute Häufigkeit der verschiedenen Wechselwirkungen. Die Ordinaten der rechten Diagramme (B, D, F, H) zeigen
alle Basen, die in Wechselwirkung mit E2c stehen. (A) Absolute Häufigkeit der H-Brücken. (B) Basenspezifische H-
Brücken. (C) Absolute Häufigkeit von π-π-Wechselwirkungen. (D) Basenspezifische π-π-Wechselwirkungen. (E) Absolute
Häufigkeit von wasservermittelten H-Brücken. (F) Basenspezifische wasservermittelte H-Brücken. (G) Absolute Häufigkeit
hydrophober Wechselwirkungen. (H) Basenspezifische hydrophobe Wechselwirkungen.
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Abbildung B.10.: Verteilung und unterschiedliche Perspektiven der detektierten Atome der Nukleotide über die gesamte
Apt36E2E2 MD-Simulation (Kette C). Ausgebildete H-Brücken zwischen Aptamer und E2c wurden in Form von O–
H· · ·O (rote Atome) und N–H· · ·O (blaue Atome) detektiert. Die Zentroiden der Ringsysteme repräsentieren die π-π-
Wechselwirkungen (graue Pseudoatome) ausgehend vom Aptamer. (A) Fokus liegt auf der 3- und (B) auf der 17-β-
Position von E2c. Ausgebildete wasservermittelte H-Brücken zwischen Aptamer und E2c wurden in Form von O–H· · ·O–
H· · ·O (rote, hellblaue und rote Atome) und N–H· · ·O–H· · ·O (blaue, hellblaue und rote Atome) detektiert. (C) Fokus
liegt auf der 3- und (D) auf der 17-β-Position von E2c.
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Tabelle B.5.: Bindungsenergiekomponenten und freie Bindungsenergien der Apt36E2E2 (Kette C) Basen. Alle Energie-
ausdrücke sind in kJ · mol−1. ΔEMM: molekularmechanische Energie. ΔGpolar: polare Solvationsenergie. ΔGunpolar:
unpolare Solvationsenergie. ΔGGesamt: Gesamtenergie.
Base ΔEMM ΔGpolar ΔGunpolar ΔGGesamt
A1 -0,0066 ± 0,0003 -0,0029 ± 0,0052 -0,0004 ± 0,0004 -0,0097 ± 0,0048
A2 -0,0211 ± 0,0012 -0,0080 ± 0,0106 0,0002 ± 0,0004 -0,0288 ± 0,0107
G3 -0,0178 ± 0,0009 0,0073 ± 0,0100 -0,0003 ± 0,0004 -0,0114 ± 0,0101
G4 -0,0155 ± 0,0007 -0,0035 ± 0,0106 0,0002 ± 0,0002 -0,0179 ± 0,0104
G5 -0,0133 ± 0,0006 0,0025 ± 0,0109 0,0000 ± 0,0003 -0,0110 ± 0,0108
A6 -0,0149 ± 0,0007 -0,0077 ± 0,0094 0,0001 ± 0,0004 -0,0230 ± 0,0093
T7 -0,0162 ± 0,0008 -0,0013 ± 0,0084 0,0003 ± 0,0004 -0,0163 ± 0,0080
G8 -0,0157 ± 0,0009 -0,0001 ± 0,0077 -0,0002 ± 0,0003 -0,0170 ± 0,0086
C9 -0,0173 ± 0,0012 -0,0150 ± 0,0082 -0,0001 ± 0,0002 -0,0330 ± 0,0082
C10 -0,0201 ± 0,0017 -0,0375 ± 0,0092 -0,0002 ± 0,0002 -0,0581 ± 0,0093
G11 -0,0195 ± 0,0021 -0,0212 ± 0,0095 0,0002 ± 0,0003 -0,0408 ± 0,0093
T12 -0,0237 ± 0,0031 -0,0526 ± 0,0088 -0,0002 ± 0,0005 -0,0764 ± 0,0095
T13 -0,0466 ± 0,0046 -0,3076 ± 0,0092 0,0001 ± 0,0004 -0,3536 ± 0,0097
T14 -0,1332 ± 0,0063 -0,8098 ± 0,0098 -0,0005 ± 0,0004 -0,9428 ± 0,0111
G15 -1,0793 ± 0,0114 -1,5429 ± 0,0202 0,0002 ± 0,0003 -2,6200 ± 0,0210
G16∗ -20,6407 ± 0,0713 5,2599 ± 0,0574 -1,3241 ± 0,0066 -16,7016 ± 0,0643
T17 -8,3565 ± 0,0727 -1,0852 ± 0,0636 -0,5121 ± 0,0049 -9,9524 ± 0,0505
T18∗ -22,3487 ± 0,0884 5,9894 ± 0,0803 -1,5561 ± 0,0077 -17,9128 ± 0,0902
T19 -10,1435 ± 0,0840 -0,7325 ± 0,0623 -0,7276 ± 0,0074 -11,6017 ± 0,0700
C20∗ -17,8545 ± 0,0826 3,2557 ± 0,0700 -1,0257 ± 0,0053 -15,6255 ± 0,0694
C21 -2,2075 ± 0,0190 -4,3206 ± 0,0470 -0,0043 ± 0,0005 -6,5346 ± 0,0478
A22 -0,6951 ± 0,0133 -2,7603 ± 0,0403 -0,0054 ± 0,0007 -3,4619 ± 0,0455
A23 -0,2085 ± 0,0052 -0,6382 ± 0,0093 -0,0005 ± 0,0003 -0,8467 ± 0,0103
G24 -0,1109 ± 0,0039 -0,2085 ± 0,0098 -0,0003 ± 0,0004 -0,3189 ± 0,0106
T25 -0,0653 ± 0,0031 -0,1916 ± 0,0111 0,0002 ± 0,0004 -0,2575 ± 0,0112
T26 -0,0467 ± 0,0022 -0,0570 ± 0,0105 -0,0000 ± 0,0003 -0,1038 ± 0,0105
C27 -0,0413 ± 0,0020 -0,0183 ± 0,0115 0,0000 ± 0,0002 -0,0594 ± 0,0112
G28 -0,0371 ± 0,0014 -0,0044 ± 0,0077 0,0001 ± 0,0002 -0,0412 ± 0,0079
G29 -0,0387 ± 0,0017 -0,0184 ± 0,0083 -0,0000 ± 0,0003 -0,0574 ± 0,0089
C30 -0,0329 ± 0,0020 -0,0215 ± 0,0098 0,0001 ± 0,0002 -0,0537 ± 0,0097
A31 -0,0260 ± 0,0020 -0,0017 ± 0,0108 0,0000 ± 0,0002 -0,0293 ± 0,0108
T32 -0,0202 ± 0,0014 0,0107 ± 0,0080 0,0013 ± 0,0004 -0,0081 ± 0,0078
A33 -0,0154 ± 0,0011 0,0175 ± 0,0095 -0,0002 ± 0,0004 0,0020 ± 0,0097
G34 -0,0154 ± 0,0012 -0,0048 ± 0,0104 -0,0001 ± 0,0004 -0,0213 ± 0,0106
T35 -0,0125 ± 0,0011 0,0019 ± 0,0100 -0,0005 ± 0,0005 -0,0108 ± 0,0103
G36 -0,0103 ± 0,0008 0,0105 ± 0,0092 -0,0003 ± 0,0004 -0,0008 ± 0,0091
∗Hauptbindungsbasen von E2c
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B.4. Komplexsimulationen zwischen EE2 und Diclofenac und dem
Apt35
Abbildung B.11.: Stabilitätsanalysen der Aptamerstrukturen versus 25 ns MD-Simulationszeit für Apt35EE2: (A) Gyra-
tionsradius; (B) Anzahl der H-Brücken innerhalb der Aptamerstruktur; und (C) Strukturabweichung (RMSD-Berechnung)
im Verlauf der MD-Simulation in Bezug auf die Ausgangsstruktur von Apt35EE2. (D) RMSF-Berechnung von Apt35EE2.
EE2 ist Teil der Apt35EE2 MD-Simulation und wird als rote Linie dargestellt. Die verschiedenen Sekundärstrukturen des
Aptamers sind oberhalb des RMSF-Diagramms dargestellt. Die Bindungsbasen von EE2 sind mit einem Sternsymbol
gekennzeichnet (∗).
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Abbildung B.12.: Apt35EE2 Interaktionsanalysen der interagierenden Aptamer-Basen zu EE2. Die Abszisse stellt den
jeweiligen Zeitschritt der gesamten MD-Simulation dar. Die Ordinaten der linken Diagramme (A, C, E, G) zeigen die
absolute Häufigkeit der verschiedenen Wechselwirkungen. Die Ordinaten der rechten Diagramme (B, D, F, H) zeigen
alle Basen, die in Wechselwirkung mit EE2 stehen. (A) Absolute Häufigkeit der H-Brücken. (B) Basenspezifische H-
Brücken. (C) Absolute Häufigkeit von π-π-Wechselwirkungen. (D) Basenspezifische π-π-Wechselwirkungen. (E) Absolute
Häufigkeit von wasservermittelten H-Brücken. (F) Basenspezifische wasservermittelte H-Brücken. (G) Absolute Häufigkeit
hydrophober Wechselwirkungen. (H) Basenspezifische hydrophobe Wechselwirkungen.
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Abbildung B.13.: Verteilung und unterschiedliche Perspektiven der detektierten Atome der Nukleotide über die gesam-
te Apt35EE2 MD-Simulation. Ausgebildete H-Brücken zwischen Aptamer und EE2 wurden in Form von O–H· · ·O (rote
Atome) und N–H· · ·O (blaue Atome) detektiert. Die Zentroiden der Ringsysteme repräsentieren die π-π-Wechselwir-
kungen (graue Pseudoatome) ausgehend vom Aptamer. (A) Fokus liegt auf der 3- und (B) auf der 17-α-Position von
EE2. Ausgebildete wasservermittelte H-Brücken zwischen Aptamer und EE2 wurden in Form von O–H· · ·O–H· · ·O
(rote, hellblaue und rote Atome) und N–H· · ·O–H· · ·O (blaue, hellblaue und rote Atome) detektiert. (C) Fokus liegt
auf der 3- und (D) auf der 17-α-Position von EE2.
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Abbildung B.14.: Energiebeitrag der Basen zur Bindung von EE2 durch Apt35EE2 und Verteilungen der verschiedenen
Wechselwirkungen pro Base. (A) Beitrag der Aptamer-Basen zu freier Energie, aufgeteilt in molekulare mechanische-
ΔEMM , polare ΔGpolar und unpolare Solvationsenergie ΔGunpolar, sowie Gesamtenergie pro Base ΔG. Die verschie-
denen Sekundärstrukturen des Aptamers sind oberhalb des Diagramms dargestellt. Fehlerbalken repräsentieren die
Standartabweichung. (B) Bindungsenergie ΔG analysiert über die Simulationszeit für Apt35EE2. (C) Verteilungen der
verschiedenen Wechselwirkungen pro Base, die mit EE2 interagieren (nur Interaktionen die in > 1% zum Liganden
detektiert wurden). Die Base G11 bildete hauptsächlich π-π-Wechselwirkungen, die Base T24 π-π- und hydrophobe
Wechselwirkungen und C26 hydrophobe Wechselwirkungen zu EE2 aus.
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Tabelle B.6.: Bindungsenergiekomponenten und freie Bindungsenergien der Apt35EE2 Basen. Alle Energieausdrücke
sind in kJ · mol−1. ΔEMM: molekularmechanische Energie. ΔGpolar: polare Solvationsenergie. ΔGunpolar: unpolare
Solvationsenergie. ΔGGesamt: Gesamtenergie.
Base ΔEMM ΔGpolar ΔGunpolar ΔGGesamt
A1 -0,0232 ± 0,0006 -0,0017 ± 0,0012 0,0001 ± 0,0001 -0,0247 ± 0,0014
A2 -0,0724 ± 0,0016 -0,0044 ± 0,0025 -0,0000 ± 0,0001 -0,0769 ± 0,0030
G3 -0,0723 ± 0,0013 -0,0054 ± 0,0019 -0,0001 ± 0,0000 -0,0775 ± 0,0023
G4 -0,0841 ± 0,0015 -0,0213 ± 0,0053 -0,0001 ± 0,0001 -0,1049 ± 0,0057
G5 -0,1108 ± 0,0019 -0,0354 ± 0,0022 0,0001 ± 0,0001 -0,1463 ± 0,0029
A6 -0,1213 ± 0,0026 -0,0743 ± 0,0031 0,0001 ± 0,0001 -0,1950 ± 0,0044
T7 -0,1597 ± 0,0039 -0,1680 ± 0,0032 -0,0000 ± 0,0000 -0,3281 ± 0,0047
G8 -0,2870 ± 0,0075 -0,3785 ± 0,0034 0,0000 ± 0,0000 -0,6658 ± 0,0084
C9 -0,1861 ± 0,0115 -1,1896 ± 0,0077 -0,0001 ± 0,0001 -1,3762 ± 0,0142
C10 -0,7838 ± 0,0222 -2,7813 ± 0,0184 -0,0122 ± 0,0010 -3,5782 ± 0,0316
G11∗ -20,1637 ± 0,0727 4,7330 ± 0,0720 -1,4490 ± 0,0060 -16,8726 ± 0,0695
T12 -3,0237 ± 0,0824 -2,2028 ± 0,0414 -0,1771 ± 0,0061 -5,3962 ± 0,0780
T13 -0,1675 ± 0,0134 -1,3062 ± 0,0175 -0,0001 ± 0,0002 -1,4729 ± 0,0195
T14 0,0782 ± 0,0060 -0,5495 ± 0,0068 0,0000 ± 0,0001 -0,4708 ± 0,0074
G15 0,0754 ± 0,0041 -0,1596 ± 0,0040 -0,0000 ± 0,0000 -0,0847 ± 0,0049
G16 0,0508 ± 0,0025 -0,0002 ± 0,0016 -0,0000 ± 0,0001 0,0506 ± 0,0029
G17 0,0645 ± 0,0025 -0,0776 ± 0,0021 -0,0001 ± 0,0001 -0,0130 ± 0,0030
C18 0,0864 ± 0,0020 -0,0671 ± 0,0035 -0,0000 ± 0,0000 0,0196 ± 0,0041
C19 0,1070 ± 0,0024 -0,0776 ± 0,0024 -0,0001 ± 0,0001 0,0289 ± 0,0034
C20 0,1255 ± 0,0031 -0,2086 ± 0,0041 -0,0000 ± 0,0001 -0,0833 ± 0,0045
A21 0,1862 ± 0,0050 -0,5869 ± 0,0055 0,0000 ± 0,0001 -0,3995 ± 0,0066
A22 0,0997 ± 0,0074 -1,3147 ± 0,0086 -0,0004 ± 0,0001 -1,2151 ± 0,0088
G23 -1,3074 ± 0,0312 -3,0912 ± 0,0434 -0,0652 ± 0,0028 -4,4622 ± 0,0307
T24∗ -19,0358 ± 0,0721 5,8309 ± 0,0902 -2,0256 ± 0,0062 -15,2204 ± 0,0893
T25 -1,5181 ± 0,0298 -1,9493 ± 0,0357 -0,0386 ± 0,0020 -3,5092 ± 0,0301
C26∗ -20,9995 ± 0,1315 13,2071 ± 0,1777 -1,7574 ± 0,0115 -9,5646 ± 0,1015
G27 -2,7484 ± 0,0172 -3,0500 ± 0,0185 -0,0004 ± 0,0001 -5,7984 ± 0,0256
G28 -0,6575 ± 0,0095 -1,5103 ± 0,0098 -0,0000 ± 0,0000 -2,1687 ± 0,0137
C29 -0,1137 ± 0,0046 -0,7198 ± 0,0049 0,0001 ± 0,0001 -0,8333 ± 0,0066
A30 -0,0719 ± 0,0034 -0,3246 ± 0,0022 0,0000 ± 0,0001 -0,3963 ± 0,0037
T31 -0,0711 ± 0,0025 -0,1632 ± 0,0019 0,0000 ± 0,0002 -0,2338 ± 0,0029
A32 -0,0483 ± 0,0025 -0,0925 ± 0,0033 -0,0000 ± 0,0001 -0,1409 ± 0,0040
G33 -0,0382 ± 0,0022 -0,0147 ± 0,0023 0,0000 ± 0,0001 -0,0529 ± 0,0031
T34 -0,0417 ± 0,0031 -0,0422 ± 0,0021 -0,0000 ± 0,0001 -0,0838 ± 0,0037


























































































































Abbildung C.1.: Geometrische Eigenschaften der H-Brücken: Abstand zwischen Donor und Akzeptor. Dieses Dia-
gramm ist eine Kombination aus einem Boxplot und einem Dichtediagramm (engl. Violin plot), das auf jeder Seite
gedreht und platziert wird, um die Verteilung der Daten anzuzeigen. Gegenübergestellt sind alle E2 bindenden Ap-





















































































Abbildung C.2.: Geometrische Eigenschaften der H-Brücken: Winkel am H-Atom vom Doner. Dieses Diagramm ist
eine Kombination aus einem Boxplot und einem Dichtediagramm (engl. Violin plot), das auf jeder Seite gedreht und
platziert wird, um die Verteilung der Daten anzuzeigen. Gegenübergestellt sind alle E2 bindenden Aptamere aus den
MD-Simulationen. Es wurden nur Winkel der H-Brücken berücksichtigt, in denen E2 als Donor vorliegt.









































































































































































Abbildung C.3.: Geometrische Eigenschaften der π-π-Wechselwirkungen: Abstand zwischen den Zentroiden der Ring-
systeme. Dieses Diagramm ist eine Kombination aus einem Boxplot und einem Dichtediagramm (engl. Violin plot), das
auf jeder Seite gedreht und platziert wird, um die Verteilung der Daten anzuzeigen. Gegenübergestellt sind alle E2















































































Abbildung C.4.: Geometrische Eigenschaften der π-π-Wechselwirkungen: Versatz zwischen den Zentroiden der Ring-
systeme. Dieses Diagramm ist eine Kombination aus einem Boxplot und einem Dichtediagramm (engl. Violin plot), das
auf jeder Seite gedreht und platziert wird, um die Verteilung der Daten anzuzeigen. Gegenübergestellt sind alle E2










































































































































Abbildung C.5.: Geometrische Eigenschaften der π-π-Wechselwirkungen: Winkel zwischen den Ebenen der Ringsys-
teme. Dieses Diagramm ist eine Kombination aus einem Boxplot und einem Dichtediagramm (engl. Violin plot), das
auf jeder Seite gedreht und platziert wird, um die Verteilung der Daten anzuzeigen. Gegenübergestellt sind alle E2































































Abbildung C.6.: Geometrische Eigenschaften der wasservermittelten H-Brücken: Abstand zwischen Akzeptor und dem
O-Atom vom Wasser. Dieses Diagramm ist eine Kombination aus einem Boxplot und einem Dichtediagramm (engl.
Violin plot), das auf jeder Seite gedreht und platziert wird, um die Verteilung der Daten anzuzeigen. Gegenübergestellt
sind alle E2 bindenden Aptamere aus den MD-Simulationen.






























































Abbildung C.7.: Geometrische Eigenschaften der wasservermittelten H-Brücken: Abstand zwischen Donor und dem
O-Atom vom Wasser. Dieses Diagramm ist eine Kombination aus einem Boxplot und einem Dichtediagramm (engl.
Violin plot), das auf jeder Seite gedreht und platziert wird, um die Verteilung der Daten anzuzeigen. Gegenübergestellt




















































Abbildung C.8.: Geometrische Eigenschaften der wasservermittelten H-Brücken: Winkel am H-Atom vom Donor. Die-
ses Diagramm ist eine Kombination aus einem Boxplot und einem Dichtediagramm (engl. Violin plot), das auf jeder
Seite gedreht und platziert wird, um die Verteilung der Daten anzuzeigen. Gegenübergestellt sind alle E2 bindenden































































































Abbildung C.9.: Geometrische Eigenschaften der hydrophoben Wechselwirkungen: Abstand zwischen hydrophoben
Interaktionsatomen. Dieses Diagramm ist eine Kombination aus einem Boxplot und einem Dichtediagramm (engl.
Violin plot), das auf jeder Seite gedreht und platziert wird, um die Verteilung der Daten anzuzeigen. Gegenübergestellt
sind alle E2 bindenden Aptamere aus den MD-Simulationen.
Abbildung C.10.: Geometrische Eigenschaften der unterschiedlichen Interaktionen aus der Apt35EE2 MD-Simulation:
H-Brücken, π-π-Wechselwirkungen, wasservermittelte H-Brücken und hydrophoben Wechselwirkungen. Dieses Dia-
gramm ist eine Kombination aus einem Boxplot und einem Dichtediagramm (engl. Violin plot), das auf jeder Seite
gedreht und platziert wird, um die Verteilung der Daten anzuzeigen. (A) H-Brücken: Abstand zwischen Donor und
Akzeptor. (B) H-Brücken: Winkel am H-Atom vom Doner. Es wurden nur Winkel der H-Brücken berücksichtigt, in de-
nen EE2 als Donor vorliegt. (C) π-π-Wechselwirkungen: Abstand zwischen den Zentroiden der Ringsysteme. (D) π-π-
Wechselwirkungen: Versatz zwischen den Zentroiden der Ringsysteme. (E) π-π-Wechselwirkungen: Winkel zwischen den
Ebenen der Ringsysteme. (F) wasservermittelte H-Brücken: Abstand zwischen Akzeptor und dem O-Atom vom Wasser.
(G) wasservermittelte H-Brücken: Abstand zwischen Donor und dem O-Atom vom Wasser. (H) wasservermittelte H-
Brücken: Winkel am H-Atom vom Donor. Es wurden nur Winkel der H-Brücken berücksichtigt, in denen EE2 als Donor




Namen und Codierungen von Aminosäuren
Tabelle D.1.: Aminosäurenamen, Ein- und Dreibuchstabencode
Name Einbuchstabencode Dreibuchstabencode




Aspartic acid D Asp
Cysteine C Cys
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[35] Peter W. Rose, Andreas Prlić, Ali Altunkaya, Chunxiao Bi, Anthony R. Bradley, Cole H. Chris-
tie, Luigi Di Costanzo, Jose M. Duarte, Shuchismita Dutta, Zukang Feng, Rachel Kramer
Green, David S. Goodsell, Brian Hudson, Tara Kalro, Robert Lowe, Ezra Peisach, Chri-
stopher Randle, Alexander S. Rose, Chenghua Shao, Yi-Ping Tao, Yana Valasatava, Ma-
ria Voigt, John D. Westbrook, Jesse Woo, Huangwang Yang, Jasmine Y. Young, Christine
Zardecki, Helen M. Berman, and Stephen K. Burley. The RCSB protein data bank: in-
tegrative view of protein, gene and 3D structural information. Nucleic Acids Research,
45(D1):D271–D281, 2017. URL (PDB): http://www.rcsb.org Last accessed on Aug. 14,
2017.
[36] UniProt Consortium. UniProt: the universal protein knowledgebase. Nucleic Acids Research,
45(D1):D158–D169, jan 2017.
172 Literaturverzeichnis
[37] Robert D. Finn, Penelope Coggill, Ruth Y. Eberhardt, Sean R. Eddy, Jaina Mistry, Alex L.
Mitchell, Simon C. Potter, Marco Punta, Matloob Qureshi, Amaia Sangrador-Vegas, Gu-
stavo A. Salazar, John Tate, and Alex Bateman. The Pfam protein families database: towards
a more sustainable future. Nucleic Acids Research, 44(D1):D279–D285, January 2016.
http://pfam.xfam.org Last accessed August 14, 2017.
[38] Erik L. L. Sonnhammer, Sean R. Eddy, and Richard Durbin. Pfam: A comprehensive da-
tabase of protein domain families based on seed alignments. Proteins, 28(3):405–420,
1997.
[39] Marco Punta, Penny C. Coggill, Ruth Y. Eberhardt, Jaina Mistry, John Tate, Chris Boursnell,
Ningze Pang, Kristoffer Forslund, Goran Ceric, Jody Clements, Andreas Heger, Liisa Holm,
Erik L. L. Sonnhammer, Sean R. Eddy, Alex Bateman, and Robert D. Finn. The pfam protein
families database. Nucleic Acids Research, 40(D1):D290–D301, jan 2012.
[40] Alexey G. Murzin, Steven E. Brenner, Tim Hubbard, and Cyrus Chothia. SCOP: A structural
classification of proteins database for the investigation of sequences and structures. J. Mol.
Biol., 247(4):536 – 540, 1995.
[41] Naomi K. Fox, Steven E. Brenner, and John-Marc Chandonia. SCOPe: Structural classifi-
cation of proteins–extended, integrating SCOP and ASTRAL data and classification of new
structures. Nucleic Acids Res., 42(Database issue):D304–D309, November 2013.
[42] Natalie L. Dawson, Tony E. Lewis, Sayoni Das, Jonathan G. Lees, David Lee, Paul As-
hford, Christine A. Orengo, and Ian Sillitoe. CATH: an expanded resource to predict
protein function through structure and sequence. Nucleic Acids Research, 45(Database
issue):D289–D295, sep 2016.
[43] C. Hadley and D. T. Jones. A systematic comparison of protein structure classifications:
SCOP, CATH and FSSP. Structure, 7(9):1099–1112, Sep 1999.
[44] Irina Grishkovskaya, George V. Avvakumov, Gisela Sklenar, David Dales, Geoffrey L. Ham-
mond, and Yves A. Muller. Crystal structure of human sex hormone-binding globulin: ste-
roid transport by a laminin g-like domain. The EMBO Journal, 19(4):504–512, 2000.
[45] R. Timpl, H. Rohde, P. G. Robey, S. I. Rennard, J. M. Foidart, and G. R. Martin. Laminin–a
glycoprotein from basement membranes. J. Biol. Chem., 254(19):9933–9937, Oct 1979.
[46] M. Durbeej. Laminins. Cell Tissue Res., 339(1):259–268, Jan 2010.
[47] Yao Yao. Laminin: loss-of-function studies. Cell. Mol. Life Sci., 74(6):1095–1115, Mar
2017.
[48] T. L. Woodward, H. Lu, and S. Z. Haslam. Laminin inhibits estrogen action in human breast
cancer cells. Endocrinology, 141(8):2814–2821, Aug 2000.
[49] Jerrold M. Olefsky. Nuclear receptor minireview series. J. Biol. Chem., 276(40):36863–
36864, 2001.
[50] A. M. Brzozowski, A. C. Pike, Z. Dauter, R. E. Hubbard, T. Bonn, O. Engstrom, L. Oh-
Literaturverzeichnis 173
man, G. L. Greene, J. A. Gustafsson, and M. Carlquist. Molecular basis of agonism and
antagonism in the oestrogen receptor. Nature, 389(6652):753–758, Oct 1997.
[51] N. Novac and T. Heinzel. Nuclear receptors: overview and classification. Curr Drug Targets
Inflamm Allergy, 3(4):335–346, Dec 2004.
[52] Robert M. Blair, Hong Fang, William S. Branham, Bruce S. Hass, Stacey L. Dial, Carrie L.
Moland, Weida Tong, Leming Shi, Roger Perkins, and Daniel M. Sheehan. The estrogen
receptor relative binding affinities of 188 natural and xenochemicals: Structural diversity of
ligands. Toxicol. Sci., 54(1):138–153, March 2000.
[53] Katharina R. Beck, Teresa Kaserer, Daniela Schuster, and Alex Odermatt. Virtual screening
applications in short-chain dehydrogenase/reductase research. The J. of Steroid Bioch. and
Mol. Biol., 171:157 – 177, 2017.
[54] Bengt Persson and Yvonne Kallberg. Classification and nomenclature of the superfamily of
short-chain dehydrogenases/reductases (sdrs). Chem. Biol. Interact., 202(1):111 – 115,
2013. Enzymology and Molecular Biology of Carbonyl Metabolism 16.
[55] Teresa Kaserer, Katharina R. Beck, Muhammad Akram, Alex Odermatt, and Daniela Schus-
ter. Pharmacophore models and pharmacophore-based virtual screening: Concepts and
applications exemplified on hydroxysteroid dehydrogenases. Molecules, 20(12):22799–
22832, 2015.
[56] Udo Oppermann, Charlotta Filling, Malin Hult, Naeem Shafqat, Xiaoqiu Wu, Monica
Lindh, Jawed Shafqat, Erik Nordling, Yvonne Kallberg, Bengt Persson, and Hans Jörnvall.
Short-chain dehydrogenases/reductases (SDR): the 2002 update. Chem. Biol. Interact.,
143:247 – 253, 2003. Enzymology and Molecular Biology of Carbonyl Metabolism -
11th International Workshop.
[57] Leonid A. Mirny and Eugene I. Shakhnovich. Universally conserved positions in protein
folds: reading evolutionary signals about stability, folding kinetics and function. J. Mol.
Biol., 291(1):177 – 196, 1999.
[58] Michael W.H. Coughtrie. Function and organization of the human cytosolic sulfotransferase
(sult) family. Chem. Biol. Interact., 259:2 – 7, 2016. Special Issue on Sulfation Pathways.
[59] Masahito Suiko, Katsuhisa Kurogi, Takuyu Hashiguchi, Yoichi Sakakibara, and Ming-Cheh
Liu. Updated perspectives on the cytosolic sulfotransferases (sults) and sult-mediated sulfa-
tion. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 81(1):63–72, 2017. PMID: 27649811.
[60] Felix Hirschmann, Florian Krause, and Jutta Papenbrock. The multi-protein family of sul-
fotransferases in plants: composition, occurrence, substrate specificity, and functions. Front.
Plant Sci., 5:556, September 2014.
[61] M. Negishi, L. G. Pedersen, E. Petrotchenko, S. Shevtsov, A. Gorokhov, Y. Kakuta, and
L. C. Pedersen. Structure and function of sulfotransferases. Arch. Biochem. Biophys.,
390(2):149–157, Jun 2001.
[62] Eli Chapman, Michael D. Best, Sarah R. Hanson, and Chi-Huey Wong. Sulfotransferases:
174 Literaturverzeichnis
Structure, mechanism, biological activity, inhibition, and synthetic utility. Angew. Chem. Int.
Ed., 43(27):3526–3548, 2004.
[63] Matthias Johannes Feige, Emma Rhiannon Simpson, Eva Maria Herold, Alexander Bepper-
ling, Klaus Heger, and Johannes Buchner. Dissecting the alternatively folded state of the
antibody fab fragment. J. Mol. Biol., 399(5):719 – 730, 2010.
[64] Stephen R. Campion. Conserved aromatic residues as determinants in the folding and
assembly of immunoglobulin variable domains. Mol. Immunol., 70:63 – 71, 2016.
[65] Chris Kauffman and George Karypis. Ligand-binding residue prediction. Introduction to
Protein Structure Prediction: Methods and Algorithms, pages 343–368, 2010.
[66] Daniel Barry Roche, Danielle Allison Brackenridge, and Liam James McGuffin. Proteins and
their interacting partners: An introduction to protein-ligand binding site prediction methods.
Int. J. Mol. Sci., 16(12):29829–29842, dec 2015.
[67] S. Salentin, V. J. Haupt, S. Daminelli, and M. Schroeder. Polypharmacology rescored:
protein-ligand interaction profiles for remote binding site similarity assessment. Prog. Bio-
phys. Mol. Biol., 116(2-3):174–186, 2014.
[68] Caterina Bissantz, Bernd Kuhn, and Martin Stahl. A medicinal chemist’s guide to molecular
interactions. J. Med. Chem., 53(14):5061–5084, 2010. PMID: 20345171.
[69] Daniel E Koshland. The key–lock theory and the induced fit theory. Angewandte Chemie
International Edition, 33(23-24):2375–2378, 1995.
[70] M. Mazik, H. Cavga, and P. G. Jones. Molecular recognition of carbohydrates with ar-
tificial receptors: mimicking the binding motifs found in the crystal structures of protein-
carbohydrate complexes. J. Am. Chem. Soc., 127(25):9045–9052, Jun 2005.
[71] Dagmar Stumpfe, Peter Ripphausen, and Jürgen Bajorath. Virtual compound screening in
drug discovery. Future medicinal chemistry, 4(5):593–602, 2012.
[72] Julia Contreras-García, Erin R Johnson, Shahar Keinan, Robin Chaudret, Jean-Philip Pi-
quemal, David N Beratan, and Weitao Yang. Nciplot: a program for plotting noncovalent
interaction regions. Journal of chemical theory and computation, 7(3):625–632, 2011.
[73] P. E. Nielsen. Self-assembling, dynamic alphaPNAs. Chem. Biol., 16(7):689–690, Jul
2009.
[74] Y. Ura, J. M. Beierle, L. J. Leman, L. E. Orgel, and M. R. Ghadiri. Self-assembling sequence-
adaptive peptide nucleic acids. Science, 325(5936):73–77, Jul 2009.
[75] R. Beier, C. Pahlke, P. Quenzel, A. Henseleit, E. Boschke, G. Cuniberti, and D. Labudde.
Selection of a DNA aptamer against norovirus capsid protein VP1. FEMS Microbiol. Lett.,
351(2):162–169, Feb 2014.
[76] D. E. Koshland. Application of a Theory of Enzyme Specificity to Protein Synthesis. Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A., 44(2):98–104, Feb 1958.
Literaturverzeichnis 175
[77] P. H. Lin, C. W. Tsai, J. W. Wu, R. C. Ruaan, and W. Y. Chen. Molecular dynamics simulation
of the induced-fit binding process of DNA aptamer and L-argininamide. Biotechnol J,
7(11):1367–1375, Nov 2012.
[78] H. R. Bosshard. Molecular recognition by induced fit: how fit is the concept? News Physiol.
Sci., 16:171–173, Aug 2001.
[79] P. Csermely, R. Palotai, and R. Nussinov. Induced fit, conformational selection and inde-
pendent dynamic segments: an extended view of binding events. Trends Biochem. Sci.,
35(10):539–546, Oct 2010.
[80] J. P. Changeux and S. Edelstein. Conformational selection or induced fit? 50 years of
debate resolved. F1000 Biol Rep, 3:19, 2011.
[81] T. Dieckmann, E. Suzuki, G. K. Nakamura, and J. Feigon. Solution structure of an ATP-
binding RNA aptamer reveals a novel fold. RNA, 2(7):628–640, Jul 1996.
[82] T. Hermann and D. J. Patel. Adaptive recognition by nucleic acid aptamers. Science,
287(5454):820–825, Feb 2000.
[83] G. B. McGaughey, M. Gagne, and A. K. Rappe. pi-Stacking interactions. Alive and well in
proteins. J. Biol. Chem., 273(25):15458–15463, Jun 1998.
[84] C. Tuerk and L. Gold. Systematic evolution of ligands by exponential enrichment: RNA
ligands to bacteriophage T4 DNA polymerase. Science, 249(4968):505–510, Aug 1990.
[85] M.B. Gu and H.S. Kim. Biosensors Based on Aptamers and Enzymes. Advances in Bioche-
mical Engineering/Biotechnology. Springer Berlin Heidelberg, 2014.
[86] S. J. Klug and M. Famulok. All you wanted to know about SELEX. Mol. Biol. Rep., 20(2):97–
107, 1994.
[87] C. B. Joeng, J. H. Niazi, S. J. Lee, and M. B. Gu. ssDNA aptamers that recognize diclofenac
and 2-anilinophenylacetic acid. Bioorg. Med. Chem., 17(15):5380–5387, Aug 2009.
[88] R. Beier, C. Pahlke, P. Quenzel, A. Henseleit, E. Boschke, G. Cuniberti, and D. Labudde.
Selection of a DNA aptamer against norovirus capsid protein VP1. FEMS Microbiol. Lett.,
351(2):162–169, Feb 2014.
[89] B. Deng, Y. Lin, C. Wang, F. Li, Z. Wang, H. Zhang, X. F. Li, and X. C. Le. Aptamer
binding assays for proteins: the thrombin example–a review. Anal. Chim. Acta, 837:1–15,
Jul 2014.
[90] R. Stoltenburg, C. Reinemann, and B. Strehlitz. SELEX–a (r)evolutionary method to generate
high-affinity nucleic acid ligands. Biomol. Eng., 24(4):381–403, Oct 2007.
[91] S.Y. Kim. Nucleic acid aptamer which specifically binds to bisphenol a, Apr 2013. US
Patent 8,410,256.
[92] A. Mehlhorn, P. Rahimi, and Y. Joseph. Aptamer-Based Biosensors for Antibiotic Detection:
A Review. Biosensors (Basel), 8(2), Jun 2018.
176 Literaturverzeichnis
[93] E. J. Cho, J. W. Lee, and A. D. Ellington. Applications of aptamers as sensors. Annu Rev
Anal Chem (Palo Alto Calif), 2:241–264, 2009.
[94] A. Ozer, J. M. Pagano, and J. T. Lis. New Technologies Provide Quantum Changes in the
Scale, Speed, and Success of SELEX Methods and Aptamer Characterization. Mol Ther
Nucleic Acids, 3:e183, Aug 2014.
[95] R. D. Jenison, S. C. Gill, A. Pardi, and B. Polisky. High-resolution molecular discrimination
by RNA. Science, 263(5152):1425–1429, Mar 1994.
[96] B. Strehlitz, C. Reinemann, S. Linkorn, and R. Stoltenburg. Aptamers for pharmaceuticals
and their application in environmental analytics. Bioanal Rev, 4(1):1–30, Mar 2012.
[97] M. Famulok. Oligonucleotide aptamers that recognize small molecules. Curr. Opin. Struct.
Biol., 9(3):324–329, Jun 1999.
[98] Chin H Lin and Dinshaw J Patei. Structural basis of dna folding and recognition in an
amp-dna aptamer complex: distinct architectures but common recognition motifs for dna
and rna aptamers complexed to amp. Chemistry & biology, 4(11):817–832, 1997.
[99] C. T. Lauhon and J. W. Szostak. RNA aptamers that bind flavin and nicotinamide redox
cofactors. J. Am. Chem. Soc., 117(4):1246–1257, Feb 1995.
[100] S. T. Wallace and R. Schroeder. In vitro selection and characterization of streptomycin-
binding RNAs: recognition discrimination between antibiotics. RNA, 4(1):112–123, Jan
1998.
[101] Y. Lin, D. Nieuwlandt, A. Magallanez, B. Feistner, and S. D. Jayasena. High-affinity and
specific recognition of human thyroid stimulating hormone (hTSH) by in vitro-selected 2’-
amino-modified RNA. Nucleic Acids Res., 24(17):3407–3414, Sep 1996.
[102] Y. S. Kim, H. S. Jung, T. Matsuura, H. Y. Lee, T. Kawai, and M. B. Gu. Electrochemical
detection of 17β-estradiol using DNA aptamer immobilized gold electrode chip. Biosens
Bioelectron, 22(11):2525–2531, May 2007.
[103] Shiping Song, Lihua Wang, Jiang Li, Chunhai Fan, and Jianlong Zhao. Aptamer-based
biosensors. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 27(2):108–117, 2008.
[104] Jung Heon Lee, Mehmet V Yigit, Debapriya Mazumdar, and Yi Lu. Molecular diagnostic and
drug delivery agents based on aptamer-nanomaterial conjugates. Advanced drug delivery
reviews, 62(6):592–605, 2010.
[105] M. Gijs, G. Penner, G. B. Blackler, N. R. Impens, S. Baatout, A. Luxen, and A. M. Aerts.
Improved Aptamers for the Diagnosis and Potential Treatment of HER2-Positive Cancer.
Pharmaceuticals (Basel), 9(2), May 2016.
[106] M. Svobodova, T. Mairal, P. Nadal, M. C. Bermudo, and C. K. O’Sullivan. Ultrasensitive
aptamer based detection of Î-conglutin food allergen. Food Chem, 165:419–423, Dec
2014.
[107] S. M. Taghdisi, N. M. Danesh, M. Ramezani, and K. Abnous. A novel M-shape elec-
Literaturverzeichnis 177
trochemical aptasensor for ultrasensitive detection of tetracyclines. Biosens Bioelectron,
85:509–514, Nov 2016.
[108] K. N. Meek, A. E. Rangel, and J. M. Heemstra. Enhancing aptamer function and stability
via in vitro selection using modified nucleic acids. Methods, 106:29–36, 08 2016.
[109] X. Li, Y. Yu, Q. Ji, and L. Qiu. Targeted delivery of anticancer drugs by aptamer AS1411
mediated Pluronic F127/cyclodextrin-linked polymer composite micelles. Nanomedicine,
11(1):175–184, Jan 2015.
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ab initio ist die Berechnung die auf grundlegende und etablierte Naturgesetze ohne zusätzliche
Annahmen oder spezielle Modelle stützt.
anthropogene Spurenstoffe sind syntehtische hergestellte chemische Verbindungen, die der Ge-
sundheit, dem Nutzen und dem Wohlergehen des Menschen in fast allen Lebensbereichen
dienen, wie z.B. Medikamente, Körperpflegeprodukte, Reinigungs- und Desinfektionsmittel.
Antibiotika ist eine antimikrobielle Substanz, die gegen Bakterien wirkt und die wichtigste anti-
bakterielle Substanz zur Bekämpfung bakterieller Infektionen ist.
Antikörper sind globuläre Proteine mit β-Faltblattstrukturen, durch variable Domänen können
diese Antigene binden. Antikörper setzten sich aus kurzen L-Ketten und langen H-Ketten
zusammen, die über Disulfidbrücken mit einander verbunden sind.
Aptamer sind kurze (<80 Basen) einzelsträngige Oligonukleotide (ssDNA, RNA, PNA) und kön-
nen spezifisch synthetisiert werden.
Aptasensor ist eine Art Biosensor, bei dem ein Aptamer als biologische Aktivitätssonde verwendet
wird.
B-Zellen auch bekannt als B-Lymphozyten, ist eine Art weiße Blutkörperchen des Lymphozyten-
Subtyps. Sie funktionieren in der humoralen Immunitätskomponente des adaptiven Immun-
systems durch die Sekretion von Antikörpern.
Basen (Nukleobasen) sind die Bausteine der DNA und RNA und für die Ausbildung der Basenpaa-
rung verantwortlich. Die vier DNA-Basen bestehen aus A, G, C und T, bei den RNA-Basen
ist U anstatt T.
Bisphenole sind eine Gruppe von chemischen Verbindungen mit zwei Hydroxyphenyl-Funktiona-
litäten und basieren größtenteils auf Diphenylmethan.
Cholecalciferol auch bekannt als Vitamin D3 und Colecalciferol, ist eine Art von Vitamin D, das
von der Haut produziert wird, in einigen Lebensmitteln enthalten ist und als Nahrungsergän-
zungsmittel verwendet wird.
dipersive Kraft auch London-Dispersionskraft ist die schwächste intermolekulare Kraft, die ent-
steht, wenn die Elektronen in zwei benachbarten Atomen Positionen einnehmen, in denen
die Atome temporäre Dipole bilden.
Effektormolekül ist in der Regel ein kleines Molekül, das selektiv an ein Protein bindet und dessen
biologische Aktivität reguliert. Auf diese Weise wirken Effektormoleküle als Liganden, die
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die Enzymaktivität, die Genexpression oder die Zellsignalisierung erhöhen oder verringern
können.
elektrophil ist ein Reagenz, das von Elektronen angezogen wird. Elektrophilen sind positiv gela-
dene oder neutrale Arten mit freien Orbitalen, die von einem elektronenreichen Zentrum
angezogen werden.
endokrine Disruptoren sind Chemikalien, die das endokrine System (Hormonsystem) des Körpers
beeinflussen und störend auf das Endokrinium von Mensch und Tier wirken.
Enthalpie ist die Summe aus der inneren Energie (U) und dem Produkt aus Druck und Volumen
(PV): ∆H = ∆U + ∆PV.
Entropie ist einfach ein Maß dafür, wie viel die Energie von Atomen und Molekülen in einem
Prozess stärker verteilt wird und kann in Form von statistischen Wahrscheinlichkeiten eines
Systems oder in Form der anderen thermodynamischen Größen definiert werden.
Fab ist eine Region auf einem Antikörper, die an Antigene bindet. Es besteht aus einer konstanten
und einer variablen Domäne der schweren und der leichten Proteinkette.
Glukokortikoiden sind eine Klasse von , die eine Klasse von Steroidhormonen sind. Glukokor-
tikoide sind Kortikosteroide, die an den Glukokortikoidrezepto binden, der in fast jeder
Wirbeltierzelle vorhanden ist.
Halogenbindung ist eine nicht-kovalente Wechselwirkung, die sich zwischen einer elektrophilen
Region eines Halogenatoms in einem Molekül und einer nucleophilen Region eines Mole-
küls bilden kann.
horizontalen Gentransfer ist die Bewegung von genetischem Material zwischen ein- und/oder
mehrzelligen Organismen, die nicht durch die (“vertikale“) Übertragung von DNA vom El-
ternteil auf die Nachkommenschaft erfolgt und ist ein wichtiger Faktor in der Evolution vieler
Organismen.
immunogen wird ein Antigen bezeichnet, welches nicht in der Lage ist eine Immunreaktion aus-
zulösen.
in silico sind organischer Vorgänge u.a. Prozesse, die im Computer simuliert werden (nicht im
Reagenzglas oder lebenden Organismus).
in vitro sind organischer Vorgänge u.a. Prozesse, der im Reagenzglas stattfinden (außerhalb eines
lebenden Organismus).
in vivo sind organischer Vorgänge u.a. Prozesse, die im lebenden Organismus stattfinden (Ge-
genteil von in vitro).
Jelly roll Faltung ist eine Proteinfaltung oder supersekundäre Struktur, die aus acht β-Strands
besteht, die in zwei viersträngigen Sheets angeordnet sind.
Kation-π Wechselwirkungen ist eine nicht-kovalente molekulare Wechselwirkung zwischen der
Oberfläche eines elektronenreichen π-Systems (z.B. Benzol, Ethylen, Acetylen) und einem
benachbarten Kation (z.B. Li+, Na+).
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Leukozytenadhäsion ist die Bewegung von Leukozyten aus dem Kreislaufsystem zur Stelle von
Gewebeschäden oder Infektionen. Dieser Prozess ist Teil der angeborenen Immunantwort,
die die Rekrutierung unspezifischer Leukozyten beinhaltet.
Lösungsmittelzugängliche Oberfläche (engl. solvent-accessible surface area, Abk. SASA) ist die
Oberfläche eines Biomoleküls, das für ein Lösungsmittel zugänglich ist.
Mineralokortikoiden sind eine Klasse von , die wiederum eine Klasse von Steroidhormonen sind.
Mineralokortikoide werden in der Nebennierenrinde produziert und beeinflussen den Salz-
und Wasserhaushalt.
Multi-Sequenz-Alignment (MSA) ist eine Sequenzausrichtung von drei oder mehr biologischen
Sequenzen, im Allgemeinen Protein, DNA oder RNA.
Nicotinamid-Ribose ist eine Pyridin-Nukleosid-Form des Vitamins B3, die als Vorläufer des Nico-
tinamid-Adenin-Dinukleotids oder NAD+ fungiert.
nucleophil ist ein Reagenz, die ein Elektronenpaar an ein Elektrophiles spendet, um eine che-
mische Bindung in Bezug auf eine Reaktion zu bilden. Alle Moleküle oder Ionen mit einem
freien Elektronenpaar oder mindestens einer π-Bindung können als Nukleophile fungieren.
Nukleasen Enzymklassen die Nukleinsäure spalten.
Oligonukleotide sind bis zu 30 aneinander geknüpfte Mononukleotide.
Orphan-Rezeptor ist ein Protein, das eine ähnliche Struktur wie andere identifizierte Rezeptoren
hat, dessen endogener Ligand jedoch noch nicht identifiziert wurde.
Parabene sind eine Klasse von weit verbreiteten Konservierungsmitteln in kosmetischen und phar-
mazeutischen Produkten. Chemisch gesehen handelt es sich um eine Reihe von Parahydro-
xybenzoaten oder Estern der Parahydroxybenzoesäure (auch bekannt als 4-Hydroxybenzoe-
säure).
periodischen Randbedingungen sind eine Reihe von Randbedingungen, die oft gewählt werden,
um ein großes (unendliches) System unter Verwendung eines kleinen Teils, der als Einheits-
zelle bezeichnet wird, zu approximieren.
Phthalate oder Phthalatester, sind Ester der Phthalsäure. Sie werden hauptsächlich als Weich-
macher eingesetzt, d.h. als Stoffe, die Kunststoffen zugesetzt werden, um ihre Flexibilität,
Transparenz, Haltbarkeit und Langlebigkeit zu erhöhen. Sie werden vor allem zum Weich-
machen von Polyvinylchlorid (PVC) eingesetzt.
Proteasen ist ein Enzym, das die Proteolyse durchführt: Proteinabbau durch Hydrolyse der Peptid-
bindungen.
Protein-Datenbank Proteinstruktur-Datenbank besteht aus Datensätzen zur Beschreibung der 3D-
Struktur von Makromolekülen, welche mittels Röntgenkristallographie- oder Kernspinreso-
nanzspektroskopie-Daten abgeleitet sind. Wurde vom Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics übernommen.
prozentuale Abdeckung bedeutet innerhalb eines MSAs, dass ist die Anzahl der eindeutigen
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Übereinstimmungen, die ein bestimmter Rest mit der zuvergleichenden Sequenz besitzt:
Alignmentlänge - Anzahl der Lücken-Positionen
Sequenzlänge der zuvergleichenden Sequenz .
prozentuale Identität bedeutet innerhalb eines MSAs, dass die Sequenzen identische Rest an ih-
ren jeweiligen Positionen aufweisen und der prozentuale Anteil wird folgendermaßen ermit-
telt: n(Übereinstimmende Rückstände)100Länge der alignierten Bereichs (mit Lücken) .
Salzbrücken ist eine Kombination aus zwei nicht-kovalenten Wechselwirkungen: Wasserstoffbin-
dung und Ionenbindung.
Simplified Molecular Input Line Entry Specification (SMILES) ist eine Spezifikation in Form ei-
ner Zeilennotation zur Beschreibung der Struktur chemischer Spezies mit kurzen ASCII-
Zeichenketten. SMILES-Strings können von den meisten Molekül-Editoren importiert werden,
um sie wieder in 2D Zeichnungen oder 3D Modelle der Moleküle zu konvertiere.
Steepest Descent ist ein altes mathematisches Werkzeug zur numerischen Ermittlung des Mini-
malwertes einer Funktion, basierend auf dem Gradienten dieser Funktion.
Supramolekulare Chemie ist die Domäne der Chemie über die der Moleküle hinaus, die sich auf
die chemischen Systeme konzentriert, die aus einer diskreten Anzahl von zusammengesetzten
molekularen Untereinheiten oder Komponenten bestehen.
T-Zellen oder bekannt als T-Lymphozyten, ist eine Art von Lymphozyten (ein Subtyp der weißen
Blutkörperchen), die eine zentrale Rolle bei der zellvermittelten Immunität spielt. T-Zellen
können von anderen Lymphozyten, wie B-Zellen und natürlichen Killerzellen, durch das Vor-
handensein eines T-Zell-Rezeptors auf der Zelloberfläche unterschieden werden.
TM-Score ist eine Metrik zur Messung der strukturellen Ähnlichkeit von zwei Proteinmodellen.
Trajektorie oder Flugbahn ist die Bahn, der ein massereiches, in Bewegung befindliches Objekt im
Raum als Funktion der Zeit folgt. In der klassischen Mechanik wird eine Trajektorie von der
Hamiltonischen Mechanik über kanonische Koordinaten definiert, so dass eine komplette
Trajektorie gleichzeitig durch Position und Moment definiert wird.
Xaa ist ein beliebige Aminosäure.
